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Introduction générale 
 
1 
Introduction générale 
Le rôle des métaux dans l’organisme est un vaste domaine d’étude qui revêt un intérêt 
considérable compte tenu de ses multiples enjeux. On estime en effet que plus d’un tiers des 
protéines sont associées à des métaux qui sont fixés dans leurs sites actifs ou jouent le rôle 
d’éléments structuraux. L’action des métaux peut être étendue au rôle des métaux exogènes 
dans l’organisme, qu’ils soient purement toxiques ou à visée diagnostique et thérapeutique. 
La caractérisation des complexes protéine/métal par un ensemble de techniques constitue 
un des champs d’investigation mais il est nécessaire de ne pas s’affranchir du contexte 
cellulaire pour améliorer notre compréhension des mécanismes moléculaires. La sélectivité 
d’une protéine pour un métal est en effet un aspect essentiel de la vie des organismes qui 
prend en compte non seulement la protéine impliquée mais aussi toute une cascade de 
systèmes de sélection tels que le passage membranaire ou le recours à des protéines 
chaperonnes, pour n’en citer que quelques-uns. Par conséquent, les outils analytiques 
développés doivent maintenant prendre en compte la complexité du système biologique. 
C’est à cet aspect que s’adresse la métallomique, science jeune dans le monde des 
techniques « omiques », qui s’est largement développée les quinze dernières années. 
Dans ce contexte, nous nous sommes plus particulièrement intéressés au cas de l’uranium. 
Sa présence dans l’environnement est naturelle mais résulte aussi d’activités humaines liées 
à l’industrie du nucléaire, à l’exploitation minière et à l’utilisation d’engrais phosphatés. 
D’autre part, la guerre de Golfe de 1990-1991 a conduit à l’apparition chez les vétérans de 
cette guerre d’un syndrome caractérisé par de nombreux symptômes décrits dans plusieurs 
publications1,2 : fatigue, déficit cognitif, confusion, ataxie, douleur neuropathique centrale, 
problème de peau, perte de contrôle de muscle, etc. Bien que l’implication de l’uranium ne 
soit pas réellement avérée, la polémique qui s’est instaurée autour de l’utilisation d’uranium 
appauvri a provoqué une réelle prise de conscience quant au manque de données 
concernant la toxicité chimique de l’uranium et les mécanismes liés à son action dans le 
corps humain. L’importance de réaliser des études spécifiques est d’autant plus cruciale qu’il 
n’existe pas d’analogues structuraux de ce métal. Depuis le milieu des années 90, on 
constate donc une augmentation constante du nombre de publications liées à cette 
thématique. Cependant leur nombre reste encore très limité. 
Nous nous proposons donc de contribuer à la compréhension des mécanismes impliqués 
dans le transport et l’accumulation de l’uranium dans le corps humain en développant une 
méthode analytique basée sur le couplage CE-ICP/MS qui prendra en compte la complexité 
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des échantillons biologiques. En effet, ce couplage possède de multiples avantages en 
combinant notamment la bonne capacité de séparation de l’électrophorèse capillaire dans 
des conditions peu ou pas dénaturantes, les très faibles volumes d’échantillon nécessaires 
(quelques dizaines de nl) et le pouvoir de détection sensible, sélectif et multi-élémentaire de 
l’ICP/MS. Ces caractéristiques devraient permettre l’analyse d’échantillons complexes 
contenant plusieurs protéines ou/et plusieurs métaux.  
L’objectif de cette thèse est donc de développer le couplage CE-ICP/MS et d’évaluer son 
application au criblage des protéines cibles de l’uranium dans les fluides biologiques.  
La première partie de la thèse portera sur le bilan succinct des connaissances actuelles de la 
toxicité et des protéines cibles de l’uranium. Une partie consacrée aux méthodologies 
analytiques mises en œuvre dans le domaine de la métallomique y sera associée, avec une 
focalisation sur le cas de l’uranium. Leurs avantages et inconvénients seront discutés et 
illustrés au travers d’applications récentes dans le domaine.  
Nous aborderons ensuite les arguments conduisant au choix instrumental du couplage CE-
ICP/MS. L’interfaçage n’étant pas une option commerciale, nous détaillerons les aspects 
techniques importants de sa mise en place en laboratoire. Les paramètres du couplage 
seront optimisés afin d’avoir un système analytique reproductible, efficace et automatisé.  
Le troisième chapitre consistera en une étude des conditions de séparation des complexes 
protéine-métal en électrophorèse capillaire. L’enjeu est de trouver les conditions d’analyse 
(pH et force ionique de l’électrolyte, voltage, pression et nature de capillaire) permettant de 
minimiser l’adsorption du métal et des protéines sur la surface du capillaire, d’avoir une 
résolution de séparation acceptable tout en conservant les complexes protéine-uranium, de 
l’injection jusqu’à la détection. Cette évaluation sera donc basée sur la quantification relative 
de complexes entre l’uranium et des protéines standards mais aussi les résolutions de 
séparation obtenues. 
La quatrième partie portera sur la validation du couplage basée sur l’étude des interactions 
entre l’uranium et des protéines dont la constante d’affinité est connue: transferrine (TF), 
fétuine (FET) et ostéopontine (OPN). Les études seront réalisées soit à partir de solutions de 
protéines individuelles, soit sur des mélanges impliquant deux partenaires potentiels de 
l’uranium. La comparaison entre les résultats obtenus avec ceux dans la bibliographie 
permettra d’évaluer l’applicabilité de cette technique dans l’étude des complexes protéine-
métal ainsi que ses atouts. 
Le dernier chapitre sera consacré à l’analyse d’échantillons plus complexes. Son but sera de 
donner une vision claire et impartiale de ses atouts mais aussi de ses faiblesses et du 
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chemin qu’il reste à parcourir dans le domaine de la métallomique. Le potentiel de la 
détection multi-élémentaire de l’ICP/MS sera exploité par l’étude de l’influence des métaux 
de transition sur la complexation entre uranium et protéines. L’influence de la formation de 
complexes avec l’uranium sur le rôle des protéines (FET et OPN) en tant qu’inhibiteurs de la 
précipitation du phosphate de calcium sera étudiée en utilisant d’une approche multi-
technique: ICP/MS, DLS et CE-ICP/MS. Enfin, l’aspect séparatif et le potentiel du couplage 
CE-ICP/MS dans la recherche des cibles protéiques de l’uranium dans les fluides 
biologiques seront évalués par des analyses réalisées directement sur un sérum humain. 
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Chapitre 1. Bibliographie 
1.1. Uranium et toxicité 
L’uranium est un métal présent dans l’environnement de façon naturelle mais résulte aussi 
d’activités humaines (industrie du nucléaire, exploitation minière, engrais phosphatés, etc).  
Dans les sols, la concentration d’uranium naturel est en moyenne de 3 µg/g (Etats-Unis).3 
Dans les eaux, l’uranium est peu concentré, de l’ordre de quelques µg/l.4 Il existe cependant 
des zones où la concentration naturelle dans l’eau est très importante. Ainsi en Norvège, elle 
est de 20 - 28 µg/l en moyenne et peut atteindre 750 µg/l.5,6 L’utilisation des engrais 
phosphatés contribue à l’augmentation de ces concentrations, non seulement dans les eaux 
et les sols mais aussi dans l’alimentation. Ainsi, on a relevé en Serbie une accumulation 
annuelle de l’uranium dans les sols de 10 g U/ha.7 A Pujab, en Inde, sa concentration 
maximale dans l’eau peut atteindre 212 µg/l.8 La contribution de l’alimentation à la dose 
journalière d’uranium absorbée par l’homme a été estimée de 0,9 – 1,5 µg/jour pour 
l’alimentation et 1,2 µg/jour pour l’eau (ATSDR, 2013).3 Selon WHO, la limite recommandée 
dans l’eau est de 30 µg/l (2011)4 et l’adsorption tolérable orale chez l’homme est de 1 
µg/kg/jour (2011)4. Ansoborlo et al.9 soulignent d’ailleurs que l’uranium représente un cas 
unique, pour lequel ces valeurs ont été significativement augmentées sur une période de 
moins de 15 ans. 
Il existe trois isotopes naturels: 234U (0,0054 %), 235U (0,7110 %) et 238U (99,2836%) dont les 
temps de demi-vie sont de 2,46.105 ans, de 7,04.108 ans et de 4,47.109 ans respectivement, 
mais aussi de nombreux isotopes artificiels (232U, 233U, 236U, etc). L’uranium possède donc à 
la fois une toxicité chimique et radiochimique, dépendant de chaque isotope, 234U (le moins 
abondant) et 235U étant les plus radioactifs. 238U est un émetteur a et ses particules 
possèdent donc un faible pouvoir de pénétration. La radiotoxicité sera donc considérée 
comme prépondérante dans des échantillons enrichis en 235U.  
Les voies de contamination de l’uranium sont l’inhalation, l’ingestion et le contact cutané. Les 
mécanismes d’accumulation et de transport vers les organes cibles de l’uranium sont encore 
méconnus. Après passage dans le sang, l’uranium est excrété par voie urinaire (55 – 60 %) 
et s’accumule principalement dans les os (10 – 15 %), les reins (12 – 25 %) et les muscles (5 
%)10,11 mais l’uranium peut traverser les barrières cutanées, digestives et cérébrales.12 Dans 
les reins, les tubules proximaux sont considérés comme les cibles principales.3 L’uranium s’y 
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accumule sous forme d’un précipité avec le phosphate intracellulaire ou sous forme soluble 
avec le carbonate.13 Une augmentation de l’albumine, de l’alpha-1-antiprotéinase, de la 
sérotransferrine, du facteur de croissance EGF et de la protéine de fixation de la vitamine D 
a été observée dans les urines des rats exposés par l’uranium.14 L’uranium induit également 
une diminution de la concentration de l’ostéopontine, de l’HSP90, de la protéine 14.3.3, de 
l’HMGB1 dans les cellules rénales HK215,16 et de l’ostéopontine dans l’urine humaine17. Sur 
les cellules épithéliales bronchiques humaines, le potentiel cancérogène de l’uranium a été 
avancé.18–20 Dans une autre étude, il a été démontré qu’une augmentation du taux de la 
TNFα excrétée par les macrophages peut être induite par l’uranium.21 Quant à l’os, plusieurs 
auteurs ont montré que l’uranium inhibe la différenciation et le fonctionnement des 
ostéoblastes.22–24 Il s’accumule dans l’os en remplaçant le calcium.25 Très récemment, 
Arzuaga et al.26 ont détaillé, dans leur article de revue, l’influence de l’uranium sur la 
croissance et l’homéostasie de l’os et indirectement sur la synthèse de vitamine D (Figure 
1.1). !
  
Figure 1.1 : Mode d'action de l'uranium dans la perturbation du développement de l’os.26 
Plusieurs agents décorporants ont été élaborés mais très peu ont atteint la phase clinique en 
raison, soit de leur toxicité élevée, soit de leur faible spécificité. A titre d’exemple, Taran et 
al.27 ont synthétisé et sélectionné 23 agents chélatants présentant une affinité pour l’uranium 
et les ont testés in vivo chez les rats. Parmi eux, 11 ont provoqué l’altération de la 
biodistribution de l’uranium en induisant son accumulation dans le foie. Cependant, le 
meilleur candidat peut diminuer sa rétention et augmenter l’excrétion d’environ de 10 % de 
l’uranium injecté. Parmi les agents décorporants chimiques testés en phase clinique 
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recensés par Fattal et al.,28 on peut citer le 3,4,3-LI(1,2-HOPO) en phase clinique 1, 
développé par Durbin et al.,29,30 et l’EHBP (acide 1-hydroxyéthane 1,1’-diphosphonique) 
(Didronel®)!déjà utilisé dans le traitement de l’ostéoporose en phase clinique31. Récemment, 
le CBMIDA (acide catéchol- 3,6-bis (méthyliminodiacétique)) a démontré son efficacité chez 
le rat,32 et a été utilisé avec succès dans le traitement d’un patient de 12 ans contaminé par 
l’uranium33. Enfin, le « design » et la synthèse des molécules bio-inspirées (peptides, 
protéines, anticorps) affines à l’uranium est un axe en plein développement et pourrait 
permettre de répondre à cette problématique.34–37 
1.2. Stratégies analytiques utilisées pour la recherche des cibles 
biologiques de l’uranium 
L’élucidation des mécanismes conduisant à la toxicité de l’uranium et donc au 
développement d’agents décorporants, nécessite de disposer d’informations au niveau 
moléculaire. Il est donc crucial de déterminer et de caractériser les protéines participant au 
transport et à l’accumulation de l’uranium chez l’homme.  
Les études sont consacrées à l’identification des cibles protéiques de l’uranium (et des 
métaux en général) sont encore trop rares. Les stratégies analytiques se subdivisent en 
deux catégories (Figure 1.2) : 
 
Figure 1.2 : Stratégies analytiques utilisées dans l’identification des protéines cibles du métal. 
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- les approches «bottom-up» où l’affinité de chaque protéine pour le métal et l’altération 
de ses fonctions sont étudiées de manière individuelle. Pour cela, l’établissement des 
interactions protéine-métal est réalisé après purification des protéines. Ces approches 
sont utilisées pour caractériser les complexes de protéines suspectées ou préalablement 
identifiées comme étant des cibles pertinentes du métal. 
- les approches « top-down » où les cibles des métaux sont déterminées directement à 
partir du milieu biologique et où ce milieu est donc préalablement incubé en présence 
du métal. L’objectif de ces approches est le criblage et l’identification des cibles 
protéiques à partir d’échantillons complexes, étape indispensable, notamment quand la 
composition de ces échantillons n’est que partiellement connue. 
Ces deux stratégies sont complémentaires dans l’élucidation des mécanismes moléculaires. 
1.1.1. Stratégie « bottom-up » 
Les approches «bottom-up» permettent d’obtenir une caractérisation fine des complexes 
nécessaire à la compréhension de la toxicité des métaux (i.e. stœchiométrie, constantes de 
complexation, structure des complexes). Leur utilisation en spéciation est néanmoins 
possible via une modélisation à partir des constantes d’affinité mais reste difficile car 
chronophage et onéreuse. 
Ces approches font appel à des familles de techniques différentes : !
- les méthodes spectrométriques, qui vont mesurer les changements des propriétés 
physicochimiques spécifiques entre espèces libres et complexes. Parmi celles-ci, on 
peut citer la spectrométrie UV-Visible, la fluorescence, la spectrométrie de masse, la 
résonance plasmonique de surface (SPR), le dichroïsme circulaire, etc. 
- les méthodes calorimétriques, qui fournissent des informations sur la thermodynamique 
des interactions protéine-métal. 
- les méthodes séparatives, qui conservent l’équilibre de complexation (dialyse à 
l’équilibre, électrophorèse d’affinité, etc.), ou qui travaillent hors équilibre en séparant 
espèces libres et espèces liées. A ce dernier groupe appartiennent notamment 
l’ultrafiltration et l’ultracentrifugation. 
La Figure 1.3 représente les gammes de concentrations de travail requises par les 
principales techniques analytiques directes pour étudier l’uranium.38 
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Figure 1.3 : Techniques analytiques directes utilisées pour étudier l’uranium et gammes de 
concentrations accessibles.38 
RMN : résonance magnétique nucléaire, SERS : spectroscopie Raman exaltée de surface ,  
XAS : spectroscopie d’absorption de rayons X, TRLIF : spectroscopie de fluorescence induite par laser 
résolue dans le temps. 
1.2.1.1. Méthodes spectrométriques  
Les méthodes spectrométriques peuvent se diviser en deux sous-groupes : 
- les méthodes permettant de déterminer la stoechiométrie et/ou les constantes de 
complexation : UV-visible, fluorescence, spectrométrie de masse, résonance 
plasmonique de surface (SPR). 
- les méthodes offrant des informations structurales (conformation ou structure 
secondaire) : dichroïsme circulaire (CD), infrarouge (IR), résonance magnétique 
nucléaire (RMN), spectroscopie d’absorption de rayons X (XAS). 
Spectrométries UV-visible et fluorescence 
Les spectres UV-vis ou de fluorescence sont caractéristiques des transitions électroniques 
que subissent les solutés lors de l’absorption d’un rayonnement lumineux. Deux approches 
peuvent être envisagées : soit l’étude des modifications des spectres réalisés lors de 
l’excitation (UV) ou lors de la désexcitation (fluorescence), caractéristiques de la formation 
des complexes métalliques, soit l’analyse quantitative à longueur d’onde fixe. 
L’UV-vis a été largement exploité pour l’étude d’interaction des métaux avec les sites de 
liaison du fer de TF. Le spectre de cette protéine montre en effet une bande aux alentours de 
280 nm, caractéristique des transitions p -p* des acides aminés aromatiques. L’interaction 
des métaux affectant directement les résidus tyrosine présents dans le site d’interaction, le 
déplacement de longueur d’onde du maximum pourra être utilisé pour les titrages. De 
nombreux exemples sont donnés dans la revue de Sun et al.39 consacrée à cette protéine. 
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Ainsi la formation du complexe TF : U 1 :2 a été mise en évidence via un changement en 
absorption à 400 nm représentant l’ion uranyl et à 242 nm représentant la coordination 
tyrosine-uranium.40,41 Dans une autre étude, Wan et al.42 ont exploité les caractéristiques des 
porphyrines pour étudier la complexation de l’uranium avec le cytochrome b5 à 405 - 415 nm 
(bande Soret) qui représente l’environnement de coordination de l’hème-Fe(III).  
La spectrométrie de fluorescence est la technique de prédilection dans les études impliquant 
l’uranium malgré les phénomènes de quenching observés avec cet élément. De nombreux  
auteurs ont utilisé la fluorescence induite par laser résolue dans le temps (TRLIF) pour 
déterminer les constantes de complexation entre uranium et des protéines telles que 
transferrine,40,43 albumine,40,43 métallothionéine,43 ferritine,43 fétuine,44 cytochromes b5 et 
c,42,45 acétylcholine esterase,46 vitellogénine46.  
Résonance plasmonique de surface (SPR) 
La résonance plasmonique de surface (SPR) permet la mesure de l’interaction d’un ligand 
avec un « récepteur » immobilisé sur une surface. Dans cette technique, l’un des deux 
solutés (protéine ou métal) est immobilisé sur la surface et l’autre va se fixer sur la surface 
grâce à l’affinité. 
Un des avantages de cette technique est de permettre l’accès à une large gamme des 
constantes de complexation. De plus, elle consomme très peu d’échantillon et de temps 
d’expérience, notamment grâce à l’utilisation de supports greffés commercialisés. 
Cependant, le principal biais de cette méthode est la nécessité d’immobilisation d’un des 
solutés qui conduit à l’étude d’une interaction qui ne reflète pas toujours l’interaction en 
solution.  
L’immobilisation du métal conduit à la possibilité de criblage de nombreuses protéines avec 
une puce unique. Différentes techniques d’immobilisation de ce métal ont été envisagées 
(chélatant, anticorps, etc). Bernaudat et Büllow ont utilisé la SPR dans le criblage de l’affinité 
des protéines lactate-déshydrogénases marquées par des histidines avec le Ni2+.47 En 
utilisant une puce commerciale, greffée en surface par l’acide nitrilotriacétique (NTA), sur 
lequel l’ion Ni2+ a été immobilisé, un protocole rapide (quelques minutes/mesure) a été établi 
pour déterminer les constantes de dissociation entre métal et protéines individuelles. De la 
même façon, différents supports greffés commercialisés ont été utilisés pour immobiliser des 
nanoparticules d'oxydes métalliques (TiO2, CeO2, Al2O3) et déterminer leur affinité vis-à-vis 
de HSA et du fibrinogène.48 Dans le cas de l’uranium, Averseng et al.44,49 ont récemment 
proposé une méthode originale permettant de déterminer l’affinité des protéines pour 
l’uranium via la détermination de la concentration d’uranium libre à l’équilibre. Ce dernier est 
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immobilisé via des interactions avec un anticorps spécifique greffé sur la surface et sa 
concentration est mesurée de façon indirecte par interaction avec DCP (acide 1,10-
phénanthroline-2,9 dicarboxylique). Cette méthode a été appliquée à la détermination des 
constantes de dissociation des 13 protéines sériques les plus abondantes avec l’uranium. 
Dans la configuration inverse, le système permet de cribler l’affinité de nombreux métaux 
pour une protéine unique. Ainsi, l’immobilisation de l’apo-métallothionéine (apo-MT) sur la 
surface a permis la détermination de son affinité de la protéine vis-à-vis de Cd2+,50 Hg2+,50 et 
Cu+ (issu de la réduction de Cu2+, accompagnée de l’oxydation partielle de MT)51.  
Spectrométrie de masse 
Mises à part les méthodes spectroscopiques précédentes, la spectrométrie de masse 
moléculaire a également utilisée. Cette méthode permet de distinguer les protéines de leurs 
complexes grâce à leur différence en m/z. L’ESI/MS en particulier fournit une ionisation 
douce qui permet de conserver les complexes non-covalents. De nombreux exemples de 
son utilisation ont été récapitulés par Vogiatzis et al.52 Dans le domaine plus spécifique des 
interactions protéine/métal, on recense dans la bibliographie la mise en évidence d’un 
complexe CH3Hg
+ / métallothionéine (Zn7MT-2),
53 ou encore Zn2+ / ubiquitine54. 
Son utilisation reste cependant limitée pour le moment à la mise en évidence de complexes 
avec les protéines et la détermination des stœchiométries. En effet, l’accès aux constantes 
de complexation passe dans ce cas par la quantification des différentes espèces. Celles-ci 
(protéine et complexes) possèdant des efficacités de vaporisation et d’ionisation différentes, 
la quantification sera difficile.55 De plus, la formation d’adduits avec les anions inorganiques 
présents dans l’échantillon va introduire un biais supplémentaire dans la quantification.56 
Enfin, la spectrométrie de masse des protéines entières est en pleine expansion mais pose 
encore des problèmes de détection, compte-tenu des masses moléculaires importantes et 
des hétérogénéités dues aux modifications post-traductionnelles.  
A notre connaissance, aucune étude n’a utilisé cette technique pour mettre en évidence 
l’interaction d’une protéine avec l’uranium.  
Dichroïsme circulaire (CD), infrarouge (IR), résonance magnétique nucléaire (RMN), 
spectroscopie d’absorption de rayons X (XAS) 
Le dichroïsme circulaire (CD), l’infrarouge (IR), la résonance magnétique nucléaire (RMN), la 
spectroscopie d’absorption de rayons X (XAS) peuvent fournir des informations structurales 
sur les complexes protéine-uranium. Alors que le dichroïsme circulaire détecte 
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principalement les modifications de la structure secondaire des protéines dues à la 
complexation, l’infrarouge (IR), la résonance magnétique nucléaire (RMN) et la 
spectroscopie d’absorption de rayons X peuvent offrir une information directe sur les sites 
d’interaction (groupements fonctionnels impliqués par exemple). 
Le dichroïsme circulaire est utilisé comme méthode complémentaire des méthodes de 
détermination des constantes de complexation afin d’avoir l’information de conformation des 
complexes. Ainsi, la fixation de CH3Hg
+ sur les liaisons –SH d’une métallothinéine induit la 
disparition des domaines α et ß de la protéine et donc sa destructuration.53 L’hypothèse de 
l’implication des ponts disulfure dans la fixation de l’uranium à la fétuine a également été 
avancée.44 Le CD a également confirmé l’implication du site actif de l’hème et des acides 
aminés aromatiques dans le complexe cytochrome c –uranium.42  
La RMN permet la détermination des propriétés structurales et dynamiques des molécules 
biologiques au travers de l’examen des déplacements chimiques et des temps de relaxation 
de certaines noyaux comme 1H, 13C, 15N, qui dépendent spécifiquement de l’environnement. 
Une revue récente met en avant ses avantages dans l’étude des interactions des métaux 
avec les domaines solubles non structurés des protéines.57 Si elle a été utilisée pour étudier 
l’interaction entre l’uranium et de petites molécules telles que le carbonate,58 l’iminodiacétate 
(IDA)59 et l’oxydiacétate (ODA)59, aucune étude n’a réalisée sur des complexes protéine-
uranium. Ceci pourrait s’expliquer par les quantités importantes d’échantillon nécessaires en 
RMN.38 
La complémentarité de ces techniques peut être illustrée au travers de deux exemples : le 
premier aboutissant à la caractérisation des sites d’interaction de la transferrine avec 
l’uranium au moyen de la combinaison des données obtenues en UV-vis, infrarouge à 
transformée de Fourier (FTIR) et dichroïsme circulaire (CD) ;40 le second combinant 
fluorescence (TRLFS), l’absorption de rayons X et l’infrarouge (ATR-FTIR) pour déterminer 
le site de complexation de l’uranium dans le peptide de l’ostéopontine « pSDEpSDE»"60 
1.2.1.2. Méthodes calorimétriques 
La calorimétrie différentielle à balayage (DSC) et la titration calorimétrique isotherme (ITC) 
sont deux approches calorimétriques utilisées pour étudier les interactions protéine-métal. 
Alors que la première est utilisée pour quantifier la participation des métaux à la stabilité des 
protéines, la seconde permet le calcul direct des paramètres thermodynamiques de 
l’interaction. Le grand avantage de ces techniques est l’accès aux informations 
thermodynamiques fondamentales liées aux complexes (i.e. constante d’affinité, 
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stœchiométrie mais également enthalpie (ΔH), entropie (ΔS) et énergie libre de Gibbs (ΔG) 
de l’interaction).  
Une revue de D.E. Wilcox61 détaille l’application de l’ITC dans le domaine des interactions 
protéine-métal, jusqu’en 2008. Récemment, l’ITC a été utilisée pour comparer l’affinité entre 
deux anti-tumoraux, Au (III) et Ga (III), avec l’albumine.62 Les résultats obtenus sont en 
accord avec les études réalisées en UV-Vis et en fluorescence et montrent que l’Au (III) a 
une affinité pour l’HSA supérieure à celle du Ga (III) de deux ordres de grandeur. De la 
même façon, cette technique a été utilisée pour démontrer l’augmentation de l’affinité de 
l’albumine pour Zn2+ par addition de groupements carboxylate en surface.63 Quant à 
l’uranium, Safi et al.60 ont utilisé cette méthode pour déterminer l’interaction entre le peptide 
« pSDEpSDE » de l’ostéopontine avec l’uranium. Cependant, aucune étude n’a été réalisée 
sur des systèmes protéine-uranium. 
Peu d’études ont été réalisées en DSC. Celle-ci a néanmoins été utilisée pour étudier la 
stabilité du complexe TF-uranium. Les résultats indiquent de très faibles modifications de la 
stabilité du complexe et une conformation proche de celle de la forme apo de la protéine.40 
1.2.1.3. Méthodes séparatives 
Dialyse à l’équilibre (ED) 
La dialyse à l’équilibre est la méthode séparative la plus simple utilisée dans l’étude de 
l’interaction entre un métal et une protéine. Cette technique implique deux compartiments 
séparés par une membrane semi-perméable, c’est-à-dire perméable aux ions métalliques et 
imperméable aux macromolécules (protéines et complexes protéine-métal). Après un temps 
d’équilibre, la concentration du métal libre est déterminée dans un des compartiments pour 
déduire la constante de complexation. 
Cependant, cette technique est généralement chronophage, au moins 12 h pour une 
expérience. Cependant, il existe des systèmes offrant des surfaces d’échange plus 
importantes, permettant de réduire les temps d’équilibre à 3 – 4 h (RED Device de Thermo-
Fisher, Multi-Equilibrium Dialyzer de Harvard). De plus, l’adsorption non-spécifique du métal 
sur la membrane, le changement de volume dû à la pression oncotique et l’effet Donnan à 
cause de la charge des protéines peuvent fausser les mesures. 
Cette méthode permet d’étudier la stœchiométrie, la constante d’affinité et également la 
compétition entre métaux dans l’affinité avec la protéine. En effet, Carter et Hausinger64 ont 
récemment utilisé un dispositif rapide de dialyse à l’équilibre pour étudier simultanément 
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l’interaction entre Ni2+ et Zn2+ avec la protéine MBP-UreD purifiée de Klebsiella aerogenes. 
Une stœchiométrie de 2,5 Ni2+ par protéine avec une constante de dissociation de 50 µM, 
soit 10 fois moins forte que celle avec le Zn2+, a été déterminée. 
Ultrafiltration et ultracentrifugation 
L’ultrafiltration met en jeu des membranes identiques à celles utilisées en dialyse et permet 
la séparation des protéines (et de leurs complexes) des métaux en appliquant une pression 
sur la membrane afin d’augmenter la perméabilité des petites molécules. Il en découle des 
inconvénients identiques à ceux de la dialyse à l’équilibre, tels que l’adsorption non 
spécifique des espèces sur la membrane et l’effet Donnan.  
L’ultracentrifugation, quant à elle, est basée sur la séparation des solutés selon leur masse 
moléculaire à l’aide d’une force centrifuge : métal libre dans le surnageant et protéine, 
complexe protéine-métal dans la partie sédimentée. Comme l’utilisation d’une membrane 
n’est pas nécessaire, les inconvénients liés à celle-ci sont évités. Cependant, la 
concentration du métal libre dans le surnageant peut être affectée par plusieurs phénomènes 
physiques : sédimentation, rétrodiffusion et viscosité. De plus, l’équipement est plus coûteux 
que ceux nécessaires à la dialyse ou à l’ultrafiltration. Enfin, le principal inconvénient de ces 
techniques est la perturbation de l’équilibre de complexation. 
Actuellement, très peu d’études ont utilisé cette technique dans l’étude des interactions 
protéine-métal. Schmidt et al.56 ont utilisé l’ultrafiltration avec une membrane d’exclusion par 
taille pour étudier l’effet du tampon utilisé en électrophorèse sur gel sur l’interaction entre 
lysozyme et Zn (II) ou Cu (II). Les auteurs ont montré que la protéine a perdu son affinité 
avec les métaux en présence du tampon utilisé en 1D-SDS-PAGE et de la solution de 
coloration à l’argent. 
Il faut aussi noter que dans ces techniques comme dans le cas de la dialyse à l’équilibre, la 
détermination de la concentration du métal libre est cruciale pour le calcul des constantes 
d’affinité. Pour cela, les techniques analytiques doivent être sensibles dans la gamme de 
concentrations du métal utilisée. A titre l’exemple, la limite de détection de l’uranium en 
ICP/MS est de l’ordre du ng/l. 
Méthodes chromatographiques et électrophorèse capillaire 
Les méthodes séparatives analytiques permettent la détermination de constantes de 
complexation. Si la chromatographie peut être utilisée dans ce but, l’électrophorèse capillaire 
a pris une importance considérable dans ce domaine, qui conduit à supplanter la 
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chromatographie. Ceci peut notamment s’expliquer par les volumes engagés qui limitent la 
consommation de protéine et par les temps d’analyse plus faibles. 
On peut diviser ces techniques en fonction de la configuration choisie : analyse frontale 
(injection d’un créneau d’échantillon) et analyse de zone (injection d’une faible quantité 
d’échantillon). Dans cette seconde configuration, plusieurs approches sont possibles : 
analyse d’affinité, méthode de Hummel et Dreyer (HD), méthode de vacance des pics (VP), 
méthode d’électrophorèse capillaire d’affinité et de vacance (VACE). 
- Analyse frontale : elle est basée sur la séparation du métal par rapport à la protéine et 
au complexe protéine-métal. Un grand volume de mélange protéine-métal incubé est 
introduit dans le capillaire rempli du tampon (soit 10 - 20% de volume effectif du 
capillaire). Cette quantité est assez grande afin de maintenir l’équilibre lors de la 
séparation. La dissociation des complexes est donc suffisamment faible pour qu'elle 
puisse être négligée. La méthode est adaptée pour que la protéine et le complexe 
migrent dans une même zone et soient suffisamment séparés du métal libre. La mesure 
de la hauteur du plateau du métal libre conduit à la concentration du dernier.!
- Electrophorèse capillaire d’affinité : elle est l’une des méthodes les plus simples et les 
plus fréquemment utilisées pour l'estimation des constantes d’interaction en 
électrophorèse capillaire. Elle consiste à conditionner le capillaire avec un électrolyte 
contenant un des deux solutés (souvent le métal) à différentes concentrations, et à 
injecter un faible volume de l’autre (souvent la protéine). S’il y a complexation, un 
déplacement du pic correspondant au composé injecté et par conséquent, une variation 
de sa mobilité électrophorétique apparente seront observés. Cette variation de mobilité 
électrophorétique observée peut être reliée aux constantes de complexation des 
différents complexes, à leur mobilité électrophorétique propre ainsi qu’à la concentration 
du composé présent dans l’électrolyte. Un des avantages majeurs de cette méthode est 
qu’il n’est pas nécessaire de connaître avec précision la concentration du soluté 
injectée.  
- Méthode de Hummel et Dreyer (HD) : Elle utilise le même dispositif expérimental que 
l’électrophorèse d’affinité. S’il y a complexation, un pic positif correspondant au composé 
injecté sera observé ainsi qu'un pic négatif, correspondant à celui présent dans 
l’électrolyte, résultant de la consommation de celui-ci lors de la formation du complexe. 
La variation de l’aire de ce dernier pic est alors proportionnelle à la quantité de ligand lié 
et peut être déterminée soit par étalonnage externe, soit par étalonnage interne, ce qui 
permet la détermination de constantes d’affinité. 
- Méthode de vacance des pics (VP) : Cette méthode consiste à injecter l'électrolyte de 
fond dénué de métal et de protéine dans une série d’électrolytes contenant ces deux 
espèces, dont l’une des deux est en concentration variable. La complexation engendre 
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l’apparition d’un pic de vacance, observé pour l'espèce suivie, dont la variation d’aire 
sera proportionnelle à la concentration en ligand libre dans le mélange protéine/métal 
présent dans le capillaire.  
- Electrophorèse capillaire d’affinité et de vacance (VACE) : De façon similaire, 
l’électrophorèse d’affinité et de vacance utilise le même dispositif expérimental que la 
méthode du pic vacant. Si la mobilité du ligand et la mobilité de l'analyte sont différentes, 
deux pics négatifs sont alors observés sur l'électrophérogramme, l’un correspondant au 
déficit en ligand, l’autre au déficit en analyte. La variation de mobilité électrophorétique 
des pics de vacance peut être corrélée aux constantes de complexation. 
Le Tableau 1.1 récapitule la configuration, les avantages et les inconvénients des différents 
modes de détermination des constantes en électrophorèse capillaire dans le cas spécifique 
de l’étude des interactions entre protéine et métal, adapté de l’article de revue de Vuignier et 
al.65
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Tableau 1.1 : Comparaison des différents modes de détermination des constantes de complexation protéine/métal par électrophorèse capillaire.65 
 
 
Analyse frontale 
Analyse de zone 
 ACE HD VP VACE 
Configuration  
  
 
 
Grand volume d’injection 
 
Comment 
obtenir K [LLibre] : hauteur de plateau 
Changement de µ de composé 
injecté 
[LLié] : aire de pic 
[LLibre] : aire de 
pic 
Changement de µ d’un 
de deux composés  
Avantages et 
inconvénients 
- Possibilité d’analyse de 
cinétique lente et rapide 
- Études de multiples équilibres 
- Information stœchiométrique 
- Facilité d’obtention du 
pourcentage d’association 
- [L] exacte non requise 
- Pureté de l’échantillon non 
requise 
- [P] >> [L] 
- Information stœchiométrique 
non obtenue 
- Difficulté d’études de multiples 
équilibres 
- Facilité d’études de multiples 
équilibres 
- Information stœchiométrique 
- Facilité d’obtention 
pourcentage d’association 
- Pureté de l’échantillon non 
requise 
- Quantités de P et L plus importantes que 
dans les autres approches 
- Absorption d’électrolyte faible : faible 
sensibilité 
- Absorption d’électrolyte haute: saturation 
de détecteur 
- Facilité d’obtention du pourcentage 
d’association (pour VP) 
- Pureté de l’échantillon non requise 
Information 
obtenue K1, n1, K2, n2 K1, K2 (difficile) K1, n1, K2, n2 K1 K1, n1, K2, n2 
Condition µPL = µP  mais µL ≠ µP, µPL µPL ≠ µL µPL ≠ µL  µPL ≠ µP ou µL µPL ≠ µP ou µL 
Cinétique 
d’association Lente et rapide Rapide Rapide Rapide Rapide 
(P : Protéine ; L : Ligand ; PL : Complexe ; K : Constante d’affinité ; n : nombre de sites d’affinité ; K1, n1 : première constante d’affinité  et nombre de sites associés ;  
K2, n2 : deuxième constante d’affinité  et nombre de sites associés ; µP, µL, µPL : mobilités de la protéine, du ligand et du complexe protéine-ligand respectivement). 
 
Tampon 
L + P 
 
Tampon + P 
L 
 
Tampon + P  + L 
Tampon 
 
Tampon + L 
P 
Chapitre 1 : Bibliographie  
   
 
18 
Parmi les applications les plus récentes, l’ACE a été utilisée pour déterminer l’affinité pour 28 
métaux: Li+, Na+, Mg2+, Ca2+, Ba2+, Al3+, Ga3+, La3+, Pd2+, Ir3+, Ru3+, Rh3+, Pt2+, Pt4+, Os3+, 
Au3+, Au+, Ag+, Cu+, Cu2+, Fe2+, Fe3+, Co2+, Ni2+, Cr3+, V3+, MoO42− et SeO32− de l’albumine 
bovine, l’ovalbumine, la lactoglobuline et la myoglobine individuellement,66,67 et celle du 
composant-P amyloïde humain pour Mg2+ et Ca2+ 68.! Concernant l’uranium, l’ACE a été 
utilisée en couplage CE-ICP/MS pour déterminer les constantes de complexation par 
l’équipe d’Aupiais.69–71 Toutefois, ces travaux ne s’adressent qu’à des petites molécules 
chimiques (i.e. oxalate). 
1.2.1.4. Méthodes de recherche de nouvelles cibles protéiques 
L’étude sans a priori des protéines impliquées dans une interaction avec un métal 
représenterait un travail titanesque et coûteux. La plupart des méthodes ci-dessus ont été 
utilisées sur des protéines dont l’affinité pour le métal était avérée ou suspectée. De 
nouvelles cibles pertinentes sont encore à découvrir mais il est nécessaire de trouver des 
méthodes permettant de limiter le champ d’investigation. Parmi elles, l’IMAC semble la plus 
pertinente et connaît une grande popularité.  
Affinité pour un métal immobilisé (IMAC) : 
L’affinité pour un métal immobilisé (IMAC) a d’abord été utilisée pour la purification des 
protéines,72,73 mais aussi récemment dans le criblage des cibles protéiques du métal74–76. 
Dans cette méthode, le métal est immobilisé sur la phase stationnaire grâce à un agent de 
chélation. Les protéines complexant le métal sont alors retenues sur la phase stationnaire. 
La grande majorité des applications concerne la purification de protéines marquées par des 
tags histidine et de ce fait, affines de métaux Cu2+ ou Ni2+. Dans ce cas, la phase stationnaire 
la plus utilisée est de type silice greffée par un agent chélatant, l’acide iminodiacétique (IDA) 
le plus souvent. La phase mobile utilisée la sélection possède souvent un caractère alcalin 
afin d’augmenter la capacité de fixation des protéines sur le métal. L’élution des protéines 
retenues se fait alors (i) soit par abaissement du pH (pH = 4), (ii) soit par introduction d’un 
compétiteur (imidazole), (iii) soit par relargage du métal immobilisé par l’intermédiaire d’un 
chélatant de type EDTA. Dans ce dernier cas, il est nécessaire de reconditionner la colonne 
avec le métal avant sa ré-utilisation.77  
Cependant, il faut noter que l’immobilisation du métal sur le support ne reflète pas son état 
en solution. D’une part, son manque de liberté ne lui permettra pas d’atteindre les sites 
enfouis dans les protéines, d’autre part l’utilisation d’un chélatant pour son immobilisation 
restreint le nombre d’interactions restantes. Enfin, on peut penser que des protéines de très 
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forte affinité pourront déplacer le métal et être éluées. Comme toutes les approches 
« bottom-up », elle ne prend pas compte les barrières sélectives du système vivant. 
En l’absence de phases commerciales dédiées à l’uranium, l’utilisation originale de billes de 
Duolite C467 a été publiée. Cette phase a été utilisée dans la sélection des protéines cibles 
potentielles de l’uranium dans le sérum,74 et les cellules HK-2 (64 protéines)75. Malgré la 
non-spécificité de certains complexes observée en présence du fer, cette méthode peut 
permettre a priori de sélectionner les protéines cibles potentielles de l’uranium avant leur 
caractérisation par les méthodes conventionnelles énumérées ci-dessus. 
De façon plus anecdotique on peut citer : 
- les méthodes de fractionnement poussé qui consistent à séparer les protéines en un 
nombre important de fractions qui seront sélectionnées au vu de leur affinité pour le 
métal. Dans le cas de l’uranium, Vidaud et al.78 ont ainsi utilisé la chromatographie 2D 
off-line (SEC et IEC) pour fractionner un sérum humain. Chaque fraction obtenue a 
ensuite été incubée en présence d’uranium et analysée par fluorescence ou par 
ICP/MS. Les protéines provenant des fractions contenant le plus d’uranium ont ensuite 
été identifiées par gel 2D-MALDI/TOF et leur affinité pour l’uranium a ensuite été validée 
sur chaque protéine individuellement Cette méthode a permis de déterminer 10 
nouvelles protéines cibles potentielles de l’uranium. Cette méthode est néanmoins très 
consommatrice de temps et surtout d’échantillon. 
- les méthodes « omiques » qui consistent à sélectionner les protéines pertinentes en 
fonction de leur expression en présence de métal. L’effet de l’uranium sur un organisme 
ou des cellules vivantes après exposition a été évalué par la transcriptomique et la 
protéomique. Plusieurs études relatent leur utilisation dans l’étude de la toxicité de 
l’uranium sur les reins,15,16 les poumons,19,20 etc. De nouvelles protéines impliquées dans 
ces processus peuvent être identifiées, soit directement, soit par analyse de la 
dérégulation des gènes. L’avantage de ces méthodes est de prendre en compte toute la 
complexité du système biologique. Toutefois toutes les protéines identifiées ne sont pas 
forcément cibles du métal (ex : protéines de stress). 
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1.1.2. Stratégie « top-down » 
Les approches analytiques les plus fréquemment développées dans le domaine de la 
métalloprotéomique font classiquement appel aux techniques de couplages. Elles sont 
utilisées dans la sélection pertinente des cibles du métal dans les échantillons biologiques en 
tenant compte de la diversité des phénomènes de complexation mis en jeu et des barrière 
sélectives du métal dans l’organisme vivant, avant l'étude des interactions individuelles. 
Les techniques de couplage consistent en une/plusieurs technique(s) séparative(s) 
couplée(s) à un/plusieurs détecteur(s) spécifique (s) du métal ou du complexe protéine-
métal. Si les détections par la spectrométrie de masse élémentaire (ICP/MS) et/ou 
moléculaire (ESI/MS) restent les détections de choix pour les métaux et les protéines, côté 
séparation, deux tendances ont été recensées. La première favorise la résolution de 
séparation, offerte par les gels d’électrophorèse 2D par exemple, la seconde privilégie le 
maintien de l’intégrité des complexes, notamment par l’utilisation de la chromatographie 
d’exclusion stérique ou de l’électrophorèse capillaire. 
Ces approches visent à déterminer les protéines cibles directement à partir des milieux 
biologiques. Le système de sélectivité des métaux in vivo dans l’organisme est donc pris en 
compte.79 Cependant, la principale difficulté consiste à trouver un compromis entre sélectivité 
de séparation des espèces et maintien de l’intégrité des complexes. La sélection du système 
de séparation (couple phase stationnaire/phase mobile notamment) constitue un des points 
essentiels. Nous avons donc discuté cette problématique dans l’article de revue présenté ci-
après et récapitulé les applications de ces couplages à l’étude des interactions protéine-
métal. 
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Dans le cas de l’uranium, peu d’études ont été réalisées. Les premiers travaux dans ce 
domaine ont été réalisés par Scapolan et al.80 Ces auteurs ont utilisé l’électrophorèse 
capillaire, à pH 10 afin d’analyser un sérum humain en présence d’uranium. Les résultats 
postulent que l’élargissement du pic de l’albumine observé en UV en présence d’uranium 
pourrait être attribué à la formation d’un complexe HSA-U. Malgré les interrogations des 
auteurs eux-mêmes sur la mise en évidence d’un tel complexe, ce travail démontre la 
possibilité d’utilisation de l’électrophorèse capillaire dans le criblage direct des cibles 
protéiques dans le sérum. Becker et al.81 ont utilisé l’électrophorèse sur gel 2D couplée et 
une détection par ablation laser -ICP/MS pour détecter les fractions protéiques contenant de 
l’uranium dans des échantillons de cerveau humain. L’utilisation d’une méthodologie similaire 
sur des cellules rénales a démontré la perte de l’uranium dans les conditions dénaturantes 
requises en SDS-PAGE.82. Chez un organisme aquatique Procambarus clarkii exposé à 
l’uranium, la même équipe a montré par utilisation du couplage SEC-ICP/MS, que l’uranium 
se répartit dans plusieurs fractions protéiques sans toutefois les identifier.83 L’utilisation 
conjointe de l’ICP/MS et l’ESI/MS-MS après séparation par électrophorèse sur gel - 1D non 
dénaturant a révélé la présence de 42 protéines cibles potentielles de l’uranium dans le 
cytosol des glandes digestives de cet animal.84 
 
 
 
1.3. Présentation de 3 cibles potentielles majeures de l’uranium : 
la transferrine (TF), la fétuine-A (FET) et l’ostéopontine (OPN) 
En 1968, l’étude de Chevari et Likhner sur la distribution de l’uranium dans le sang par α – 
autoradiographie a montré que ce métal se répartit de la façon suivante : 20 - 25 % dans la 
fraction liée aux érythrocytes, 30 – 33 % dans la fraction protéique et 47 – 50 % complexé à 
des ions inorganiques.85 Compte tenu de l’abondance de l’albumine (HSA) et de la 
transferrine (TF) dans le sérum, celles-ci ont alors été considérées comme les cibles les plus 
importantes de l’uranium. Montavon et al.,41 sur la base des constantes de complexation de 
HSA, TF et des carbonates déterminées en fluorescence, ont proposé une distribution de 
l’uranium de 65 % avec CO3
2- (dont 1 % de di- et 64 % de tri-carbonate) et de 35 % avec les 
protéines sériques (dont 28 % pour l’albumine (HSA) et 7 % pour la TF). De nombreux 
travaux se sont intéressés à ces deux protéines et ont montré une affinité de TF pour 
l’uranium plus importante que celle de HSA.41,43,49 Plus récemment, l’étude de Basset et al.44 
a démontré que la fétuine (FET) est la cible la plus importante de l’uranium dans le sang, 
parmi les 13 protéines sériques les plus abondantes. D’autre part, un des organes cibles 
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majeurs de l’uranium est l’os. Plusieurs études ont suspecté l’implication de 
l’ostéopontine,15,17 mais c’est seulement récemment que Qi et al.86 ont montré la très forte 
affinité de l’ostéopontine pour ce métal (Kd = 3,6 ± 1,3 nM).  
L'ensemble de ces résultats nous a conduits à sélectionner 3 protéines d'intérêt majeur : TF, 
FET et OPN. Une présentation de ces trois protéines cibles de l’uranium chez l’homme est 
détaillée dans la partie qui suit. Ces trois protéines vont être utilisées tout au long de la thèse 
comme protéines de référence. 
1.1.3. Transferrine (TF)  
La transferrine est une glycoprotéine qui transporte le fer (III) dans le corps humain. Elle est 
la seule source de fer connue pour la synthèse de l’hémoglobine. Avec son récepteur (TFR), 
elle assure également l’approvisionnement de la plupart du fer (III) nécessaire au 
fonctionnement des cellules. 
De masse molaire environ 80000 Da, elle est constituée de deux domaines qui diffèrent 
légèrement, notamment de par leurs extrémités C- terminale et N- terminale.87 Ces deux 
extrémités sont elles-mêmes subdivisées en deux sous-domaines qui constituent les sites de 
fixation spécifiques de l’ion ferrique (Fe3+) avec des constantes de stabilité très importantes 
K1 de 4,7. 10
20 M-1 et et K2 de 2,4. 10
19 M-1 à pH 7,4 à pression de CO2 atmosphérique.
88,89 
L’interaction a lieu via quatre acides aminés: deux tyrosines, une histidine et un acide 
aspartique, la sphère de coordination du fer étant complétée par le carbonate, dont l’action 
synergique a été démontrée.90–94 
La complexation du fer s’accompagne d’un changement de conformation de la protéine, de 
l’état « ouvert » en absence de fer à l’état « fermé » en présence de fer (Figure 1.4). Ce 
changement de conformation induit par la complexation joue un rôle crucial dans la 
reconnaissance de TF par TFR. 
L’affinité de la protéine vis-à-vis du fer dépend du pH du milieu.88,93,95 En effet, l’interaction 
entre TF et ion ferrique (III) est favorisée entre pH 7,5 et 10, la dissociation n’a lieu, elle, qu’à 
partir de pH 6,5 de façon partielle et totalement à pH 4,5.96 
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Figure 1.4 : Structure du lobe N-terminal de la transferrine avec ou sans ion ferrique 94 
Dans le corps humain, la transferrine existe sous quatre formes: apotransferrine (sans fer 
lié), monoferrique (un fer dans le lobe N-terminal ou C-terminal) et holotransferrine 
(diferrique).97 Sa concentration sérique est de l’ordre de 25 - 50 µM avec environ 30 % des 
sites de fixation saturés par le fer.87,98,99 Dans le sérum, la forme monoferrique du lobe N-
terminal est prédominante malgré sa constante d’affinité apparente plus faible.100,101 D’après 
Bali et al.,100 à pH 5,6 (pH des endosomes), en absence de TFR, la dissociation du fer du 
lobe N-terminal est plus rapide que celle de celui situé dans le lobe C-terminal. Par contre, 
lorsque TF est complexée à son récepteur, le lobe C-terminal libère le fer bien plus 
rapidement alors que la cinétique de libération du fer situé dans le lobe N-terminal n’est 
affectée que dans des proportions moindres. Hémadi et al.102 ont montré par des études in 
vitro qu’à pH 5,6, la vitesse de libération du fer du lobe C-terminal est au moins 200 fois plus 
rapide en présence du récepteur de TF, alors que cette augmentation de vitesse n’est que 
de 17 environ pour le fer du lobe N-terminal.  
Plusieurs études ont montré que la transferrine peut complexer in vivo différents métaux et 
ainsi assurer le transport de métaux essentiels, tels que le manganèse (vraisemblablement 
sous sa forme Mn3+),91 de métaux à potentiel thérapeutique et diagnostique : titane (Ti4+),91 
vanadium VO2+ (V4+),91,103 chrome (Cr3+),91 gallium (Ga3+),94 indium(In3+),94 thallium(Tl3+),94 ou 
de métaux toxiques comme l’aluminium (Al3+)91,94. 
Sur la base des premiers travaux réalisés dans le domaine de la toxicologie de l’uranium, TF 
est également considérée comme une cible particulièrement importante de l’uranium 
(UO2
2+).17,18 De ce fait, ses propriétés de complexation ont été largement étudiées. La 
constante d’affinité a été estimée entre 107 et 1013 M-1.41,43,49,104 La stoechiométrie du 
complexe entre apotransferrine et U a été déterminée de 2 U par protéine et les sites de 
fixation sont les sites de fixation du fer. Un modèle de structure du complexe TF-U a été 
proposé sur la base d’études réalisées en spectroscopie infrarouge à transformée de Fourier 
(IRTF).40 La Figure 1.5 montre une fixation de l’uranium impliquant 2 tyrosines et au moins 
un oxygène issu d’un groupement carboxylate, l’histidine ne participant pas à cette fixation, 
contrairement à ce qui a été observé dans le cas du le fer. Associées à des données 
Complexe Fe – lobe N-terminal de la 
transferrine
Lobe N-terminal de 
l’apotransferrine
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obtenues en dichroïsme circulaire et en DSC, ces études conduisent à l’hypothèse d’une 
conformation partiellement ouverte du complexe TF-U. Ce résultat est d’une importance 
majeure pour la toxicologie de l’uranium car la conséquence de ce changement de 
conformation est une reconnaissance par le récepteur TFR défavorisée, ce qui laisse à 
penser que l’uranium n’est vraisemblablement pas délivré aux organes cibles via TF. 
 
 
Figure 1.5 : Modèle de structure TF-métal proposé par Vidaud et al.40  
A, A’- TF-Fe ; B, B’- TF-U. 
1.1.4. Fétuine-A (FET) 
La fétuine-A (FET) ou α2 HS-glycoprotéine est une glycoprotéine humaine de 48 kDa 
synthétisée dans le foie et sécrétée dans le sang pour être ensuite transportée jusqu’au 
squelette.105 Elle est l’une des protéines non collagéniques principales de la matrice 
organique de l’os.106 Etant de la superfamille des protéines cystatine qui inhibent l’activité de 
protéases à cystéine, la FET se divise en trois domaines: deux domaines de type cystatine 
et un domaine C-terminal. Le premier domaine de type cystatine est très riche en résidus 
acides, donc chargé négativement (Figure 1.6).105,107 Il est impliqué dans l’interaction avec le 
calcium et le facteur de croissance transformant ß (TGF-ß). Après clivage protéolytique, FET 
se retrouve constituée de deux chaînes polypeptidiques (une grande chaîne de 321 acides 
aminés côté N-terminal et une petite, côté C-terminal, comprenant 24 acides aminés) liées 
de façon covalente par des ponts disulfure.105   
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Figure 1.6 : Schéma des trois domaines structuraux et des modifications post-traductionnelles  
de la FET.105,107 
Charge de la protéine  négative en rouge, positive en bleu 
S : sites de phosphorylation (sérines) ;  : sites de N-glycosylation ; t sites de O-glycosylation. 
La concentration de FET est la plus élevée dans le sang des embryons de 23 - 30 semaines 
où elle atteint 0,7 – 1,3 mg/ml, et diminue dans le sang adulte où elle est de 0,4 - 0,9 
mg/ml.108,109 Sa concentration élevée dans le sang fœtal suggère l’importance de son impact 
physiologique dans la formation des tissus chez le fœtus et le prématuré.108 
Après sa découverte en 1944 par Pederson,110 cette protéine a fait l’objet de nombreuses 
études de par son rôle important dans plusieurs processus physiologiques ou pathologiques. 
De nombreuses études semblent démontrer que la FET participe à l’ostéogénèse, en fixant 
le calcium et la cytokine TGF-ß,111,112 mais aussi à l’inhibition de la calcification en formant 
des particules de calciprotéine105,107,112,113. La diminution de sa concentration a été observée 
dans la phase d’inflammation aïgue chez les patients atteints de maladies 
neurodégéneratives comme la sclérose en plaques. Elle pourrait être un candidat prometteur 
pour le contrôle des traitements de la maladie.105 Cependant, plusieurs études ont montré 
que sa concentration est augmentée dans les cas d’obésité et qu’elle induit une résistance à 
l’insuline en inhibant son récepteur.105,114 
Des études réalisées en SPR par Basset et al.44 ont récemment démontré pour la première 
fois que la FET est la cible protéique la plus importante de l’uranium dans le sérum. Malgré 
le fait que la structure des sites de fixation avec l’uranium ne soit pas encore déterminée, les 
mêmes auteurs ont montré via les spectres UV et dichroïsme circulaire (CD) un impact de la 
fixation de l’uranium sur le résidu tyrosine et le pont disulfure du domaine I de la protéine. Ils 
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ont également proposé la présence de trois sites de fixation d’uranium pour cette protéine 
(deux de forte affinité (constante d’affinité Kd = 30 ± 8 nM) et un de faible affinité (Kd = 9 ± 2 
µM)). La Figure 1.7 représentant la distribution de l’uranium parmi 13 protéines sériques les 
plus abondantes, calculée via leur constante d’affinité individuelle déterminée en SPR et leur 
concentration, montre que la FET fixe 80 % de l’uranium lié aux protéines. 
 
Figure 1.7 : Distribution calculée de l’uranium parmi les 13 protéines sériques les plus abondantes  
en SPR.44 
1.1.5. Ostéopontine (OPN) 
L’OPN est une protéine de type SIBLING (Small Integrin-Binding LIgand N-linked 
Glycoprotein) contenant environ 300 acides aminés dont de nombreux acides aspartiques et 
glutamiques.115 C’est une des protéines les plus abondantes de la matrice osseuse mais on 
la retrouve également dans différents organes (rein, cerveau, glandes mammaires, etc.) et 
est sécrétée dans divers fluides biologiques tels que le sang, le lait ou l’urine.116  
L’OPN se caractérise par une grande flexibilité structurale (intrinsically disordered protein 
(IDP)) sous forme d’une molécule ouverte en grande partie sans structure secondaire117 et 
de nombreuses modifications post-traductionnelles telles que la phosphorylation, la 
glycosylation et le traitement protéolytique. Alors que l’OPN humaine possède 36 sites de 
phosphorylation (34 phosphosérines, 2 phosphothréonines), 5 O-glycosylations sur la 
thréonine mais pas de N-glycosylation sur l’asparagine,118 l’OPN bovine présente, elle, 28 
sites de phosphorylation (27 phosphosérines et 1 phosphothréonine) et 3 sites de O-
glycosylation119. Le modèle de structure de l’OPN humaine proposé par Kazanecki et al.120 
dans la Figure 1.8 présente sa flexibilité avec les différents sites de phosphorylation et de 
glycosylation. 
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Figure 1.8 : Modèle de structure de l’OPN humaine proposé par Kazanecki et al.120 
L’OPN joue un rôle important dans l’homéostasie de l’os, la vascularisation, le système 
immunitaire, etc.120–123 Ses fonctions physiologiques variées sont assurées par l’interaction 
avec plusieurs récepteurs de surface (intégrines) via la zone arginine-glycine-aspartate 
(RGD) et mais aussi par l’intermédiaire d’autres domaines d’adhérence cellulaire.121 
L’interaction avec l’hydroxyapatite est réalisée via une zone poly-aspartate.120 L’OPN est 
ainsi impliquée dans l'adhérence des cellules osseuses, la fonction des ostéoclastes et la 
minéralisation de la matrice. De plus, sa concentration élevée en cas d’inflammation 
chronique, de maladies auto-immunes et dans plusieurs types de cancers démontre son rôle 
dans le système immunitaire. En effet, elle est spécialement localisée dans la zone de 
cellules inflammatoires122 et induit l’activation, la migration et la fixation des leucocytes et des 
macrophages sur les sites inflammatoires.121 
Cette protéine a une grande capacité de fixation des ions Ca2+ (jusqu’à 50 Ca2+ par 
protéine).124 Kläning et al.125 ont récemment montré qu’elle possédait 10 sites de fixation de 
Ca2+ constitués par les résidus acides de cette protéine (Kd = (25 ± 11) nM) et indépendants 
du taux de phosphorylation. De plus, l’OPN participe au phénomène physiologique 
d’inhibition de la précipitation du phosphate de calcium126 et de l’oxalate de calcium127. 
Cependant, plusieurs études ont démontré que cette capacité est diminuée pour la protéine 
déphosphorylée.123,128  
Une étude de Prat et al.17 a montré, pour la première fois, une corrélation entre la présence 
d’uranium dans le corps humain et l’ostéopontine. En effet, la surexposition à l’uranium des 
ouvriers du site nucléaire de Malvesi, Aude, France (30 µg/l d’U dans l’urine) engendre une 
diminution considérable de l’OPN dans leurs urines, attribuée à un stress sur le gène SPP1, 
codant pour cette protéine. Plus récemment, la forte affinité de cette protéine pour l’uranium 
a été démontrée.86 Selon les travaux de Safi et al., alliant spectroscopies, thermodynamique 
et calcul théorique, une structure du site de fixation de l’uranium dans un peptide mimant 
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l’OPN a été proposée. Le complexe formé est un complexe de sphère interne via un atome 
d’oxygène provenant d’un groupe phosphoryle et deux atomes d’oxygène d’un groupe 
carboxyle.60 La sphère de coordination est complétée par deux molécules d’eau, présentée 
dans la Figure 1.9. Une comparaison des spectres EXAFS obtenus avec ce peptide et l’OPN 
permet de faire l’hypothèse d’environnements de coordination de l’uranium similaires dans 
ces deux molécules. 
Figure 1.9 : Modèles théoriques obtenus par calcul DFT des sites de fixation possibles  
de l’uranium par le peptide pSDEpSDE.60 
Qi et al.86 ont mesuré en SPR des constantes d’affinité pour l’uranium (Kd) de l’OPN 
humaine entière, de l’OPN bovine entière et du fragment majoritaire de l’OPN bovine de (3,6 
± 1,3) nM, (3,0 ± 1,2) nM et (30 ± 2) nM respectivement. La stœchiométrie proposée est de 6 
U par protéine. De plus, ces mêmes auteurs ont montré que la déphosphorylation conduit à 
des affinités environ 60 à 100 fois et 10 à 15 fois plus faibles pour l’OPN bovine entière et 
son fragment respectivement. 
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Chapitre 2. Mise en place du couplage 
CE-ICP/MS 
Le couplage CE-ICP/MS a été utilisé pour la première fois en 1995 par Olesik et al.129 Depuis 
20 ans, il a largement été développé et a démontré de grands avantages dans le domaine de 
l’analyse des métaux. De nombreuses revues et articles scientifiques détaillent son utilisation 
dans des applications aussi variées que la spéciation,130,131 l’analyse de métalloprotéines,132–
134 la détermination de constantes de complexation,70,135,136 ou encore l’analyse de 
nanoparticules métalliques137,138. Ce couplage combine l’efficacité de séparation de 
l’électrophorèse capillaire à la sensibilité de détection et la spécificité multi-élémentaire de 
l’ICP/MS. Dans le but d’identifier et de caractériser les protéines cibles de l’uranium dans les 
fluides biologiques, ce couplage CE-ICP/MS semble être un outil très puissant, qu’il semble 
intéressant d’étudier, et dont l’intégration à l’ensemble des techniques analytiques utilisées 
pour répondre à cette thématique doit être envisagée. 
Cependant, le couplage CE-ICP/MS est difficile à mettre en place, principalement en raison 
de l’incompatibilité des débits entre la CE et l’ICP/MS. En effet, le débit des analytes issus 
dans la CE est de 50 – 600 nl/min tandis que les systèmes d’introduction de l’échantillon en 
ICP/MS nécessitent classiquement des débits d’échantillon compris entre 100 et 1000 µl/min 
(en fonction du type de nébuliseur). L’électrophorèse capillaire tirant son efficacité de 
l’absence d’écoulement laminaire, des différences de débit conduisent donc à une 
détérioration des efficacités de séparation. De plus, pour minimiser l’élargissement de pic et 
donc conserver l’efficacité de séparation en CE, les volumes extra-capillaire doivent être les 
plus faibles possible. D’autre part, le principe même de l’électrophorèse capillaire nécessite 
la fermeture du circuit électrique entre les deux extrémités du capillaire. L’interface entre les 
deux appareils est donc le point-clé du système, qui devra résoudre les problèmes cités ci-
dessus.  
Dans ce chapitre, nous exposerons les arguments qui nous ont conduits à ce choix 
instrumental ainsi que les différentes options recensées dans la bibliographie pour réaliser le 
couplage CE-ICP/MS. Dans un second temps, la mise en place de ce couplage au 
laboratoire sera détaillée notamment l’optimisation des paramètres influant sur l’aspiration et 
les conséquences de cette optimisation. 
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2.1. Introduction au couplage CE-ICP/MS 
2.1.1. Electrophorèse capillaire (CE) 
L’électrophorèse capillaire a été choisie comme technique de séparation et ce, en raison de 
plusieurs de ses avantages : 
- sa capacité de séparation des molécules de taille variée, chargées négativement ou 
positivement en une seule analyse rapide, 
- l’absence de phase stationnaire et donc d’interaction avec les analytes qui pourrait 
modifier l’intégrité des complexes protéine-métal, 
- la large gamme de choix d’électrolytes possibles (nature, force ionique et également 
pH) ; Ainsi, des conditions d’analyse douces (proches des conditions physiologiques) et 
compatibles avec la préservation de l’intégrité des complexes protéine-métal pourront 
être utilisées.  
- sa faible consommation d’échantillon, nécessaire dans le cas d’échantillons biologiques,  
- sa facilité de la manipulation et son automatisation. 
Une description détaillée de l’appareillage d’électrophorèse capillaire est présentée dans un 
article intitulé « Electrophorèse capillaire – Appareillage » dans la collection Techniques de 
l’ingénieur, présenté en annexe 3. 
2.1.2. Spectrométrie de masse à plasma induit (ICP/MS) 
L’ICP/MS a été choisi pour ses capacités de détection très sensible, spécifique et multi-
élémentaire. Cette technique permet la quantification des éléments à l’état de traces et les 
limites de détection sont de l’ordre du ng/l, en fonction des éléments. 
Sa résolution en masse dépend du type d’analyseur. Les analyseurs les plus utilisés sont le 
quadripôle et le secteur magnétique. Le premier peut distinguer deux masses voisines 
différant de 0,5 u.m.a., ce qui conduit à un pouvoir de résolution en masse (m/Dm) de 300 - 
500. Le secteur magnétique a un pouvoir de résolution plus important, d’environ 10000. De 
plus, les limites de détection sont 5 à 10 fois plus faibles qu’avec un analyseur 
quadripolaire.139 Cependant, l’analyseur à haute résolution est plus coûteux et plus difficile à 
mettre en œuvre que l’analyseur quadripolaire. 
Les interférences spectrales sont l’une des principales difficultés rencontrées dans 
l’utilisation de l’ICP/MS lorsque ce dernier est incapable de distinguer des éléments ayant 
des m/z proches (inférieurs de 0,1 - 0,2 u.m.a.). Parmi ces dernières, on peut trouver : 
- des interférences isobariques. Il s’agit de deux éléments ayant un isotope de même 
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masse. Ces interférences dépendent de l’abondance relative des isotopes de l’élément 
interféré et de l’élément interférant.  
- des interférences polyatomiques, par formation d’adduits moléculaires avec les 
éléments présents dans la matrice en grande quantité (par ex : Na, Cl, pour les 
échantillons chargés en NaCl, C pour les échantillons à forte composante organique, 
etc.) ou constituant le plasma, tels que Ar, O, H, N (argides : MAr+, oxydes : MO+, 
hydroxydes : MOH+), ou encore dues à la présence d’oxydes réfractaires. Les 
interférences polyatomiques sont souvent rencontrées pour des rapports m/z allant de 
40 à 80. 
- des interférences dues aux ions doublement chargés (M2+), qui affectent les éléments 
dont le potentiel de deuxième ionisation est inférieur à celui de l’argon. Il en résulte une 
baisse de sensibilité de l’ion monovalent et la génération d’interférences à m/2. 
Pour résoudre ce type d’interférences, plusieurs solutions peuvent être envisagées : 
(i) l’utilisation d’isotopes non interférés.  
(ii) l’utilisation d’un analyseur haute résolution à secteur magnétique.  
(iii) l’utilisation d’un plasma froid, c’est-à-dire dont la puissance est de 700 W au lieu des 
1500 W habituels, afin d’obtenir un plasma moins énergétique et d’un débit de 
nébulisation plus élevé, qui induit un plus faible temps de séjour des espèces dans le 
plasma. Ceci permet donc de réduire l’ionisation des espèces dont le potentiel de 
première ionisation est élevé. Cependant, dans ces conditions, le plasma est 
souvent instable, donc peu reproductible et la sensibilité de détection réduite.  
(iv) l’utilisation d’une cellule de réaction et/ou de collision: 
- La collision permet d’éliminer les ions polyatomiques en utilisant un gaz de collision 
inerte (He le plus souvent) et en discriminant l’énergie cinétique des espèces 
polyatomiques (discrimination physique). Les ions polyatomiques ayant une section 
efficace de collision plus grande que les ions monoatomiques, l’énergie cinétique 
qu’ils perdront par collision sera plus importante. Par conséquent, l’adjonction d’une 
barrière énergétique bien choisie permettra l’élimination des ions polyatomiques, 
ceux-ci sortant de la cellule de collision avec une énergie plus faible que les ions 
monoatomiques.140 
- la réaction, par utilisation d’un gaz tel que O2, H2, etc., permet la formation d’autres 
espèces non interférentes (discrimination chimique). Ces réactions en phase 
gazeuse sont de différents types : transfert de charge, transfert d’atome ou 
dissociation. Elles peuvent impliquer indifféremment l’ion à analyser ou l’ion 
interférent. 
L’utilisation conjointe d’un gaz de réaction et d’un gaz de collision constitue 
également une solution efficace afin d’éliminer ce type d’interférences.141 
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A noter également l’existence d’interférences dues aux effets de matrice qui proviennent de 
l’analyse de matrices très concentrées dont le nombre important d’ions dans le plasma crée 
un effet d’espacement de charges (répulsion mutuelle des charges positives et donc 
défocalisation du faisceau d’ions). Pour éliminer ces interférences, on procède 
généralement à une dilution des échantillons. 
Dans notre étude, l’élément principalement étudié est l’uranium (m/z = 238). Avec son 
abondance relative naturellement de 99,28 % et l’absence d’interférences spectrales 
observées avec cet élément, un analyseur quadripolaire suffit. Cependant, l’accès aux autres 
éléments souvent présents dans les échantillons biologiques n’est pas sans difficulté 
compte-tenu des multiples interférences. Parmi eux, on peut citer le fer 56Fe (91,66 %) dont 
le principal interférant 40Ar16O+ nécessiterait une résolution de 2500, le soufre avec l’isotope 
32S (95,02 %) pour lequel la résolution devrait être supérieure à 1800 pour se distinguer 
d’16O2
+, 63Cu/40Ar23Na requerrait R > 2800, 31P/14N16O1H, R > 970 ou encore le calcium avec 
l’isotope 40Ca : (96,97 %) dont la séparation de l’isobare 40Ar+ demanderait une résolution de 
192500. Ces interférences ont été minimisées par l’utilisation de la cellule de collision (He). A 
l’exception des interférences comme 40Ar+/40Ca+, la grande majorité de ces interférences 
peuvent être éliminées par l’utilisation d’un secteur magnétique ou d’une cellule de 
collision/réaction. 
2.1.3. Couplage CE-ICP/MS  
Comme nous l’avons énoncé dans l’introduction, le principal problème du couplage provient 
de l’incompatibilité des débits entre électrophorèse capillaire et ICP/MS. Le nébuliseur se 
trouve par conséquent être un des éléments cruciaux de ce couplage et ne pourra être 
dissocié de l’interface. 
2.1.3.1. Types des nébuliseurs 
En ICP/MS, l’introduction de l’échantillon liquide dans le plasma se fait par conversion en 
aérosol à l’aide d’un gaz inerte (argon). Le système comprend généralement un nébuliseur, 
qui va générer l’aérosol, et une chambre de nébulisation, qui va permettre l’élimination des 
gouttelettes les plus grosses. Leur choix conditionne l’efficacité de la nébulisation, donc le 
transfert des analytes jusqu’au plasma et par là-même la sensibilité de détection.  
Les développements en matière de conception de nébuliseurs se sont focalisés sur la 
réduction des débits d’introduction de l’échantillon et ont conduit à l’élaboration de systèmes 
dont l’efficacité de nébulisation est plus importante tout en maintenant une bonne stabilité de 
celle-ci. Ces améliorations sont dictées d’une part, par la nécessité d’améliorer les limites de 
détection, l’efficacité de nébulisation étant liée au débit d’introduction, d’autre part, par le 
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souci constant de réduire les volumes d’échantillons.  
Dans le cas du couplage CE-ICP/MS, ces développements prennent tout leur sens car ils 
minimisent également les rapports entre le débit de sortie de la CE et celui d’introduction 
dans l’ICP/MS. Cependant, il est nécessaire de remarquer qu’en travaillant avec un 
nébuliseur opérant à faible débit, ce dernier doit être contrôlé strictement car une petite 
variation de débit du nébuliseur peut engendrer une instabilité du courant électrique ainsi 
que des variations importantes des facteurs de dilution, et influence donc la reproductibilité 
du système. Il faut également noter que dans ces conditions, le couplage CE-ICP/MS 
tolérera moins les sels de l’électrolyte de la CE, le choix de l’électrolyte sera donc limité. 
Les différents types de nébuliseurs ainsi que leurs caractéristiques sont présentés dans le 
Tableau 2.1. 
Tableau 2.1 : Différents types de nébuliseurs utilisés en ICP/MS.  
Type de nébuliseur Débit de l’échantillon  
(µl/min) 
Efficacité de 
nébulisation 
Auto-aspiration 
Nébuliseurs concentriques    
Classique 500 - 4000 1 - 4 % oui 
Micronébuliseur (Micromist) 50 - 600 2 - 50 % (en 
fonction du débit) 
oui 
Nébuliseur de haute efficacité 10 - 1000 10 - 20 % oui 
Nébuliseurs à injection directe   très faible 
DIN, DIHEN 50-100 Environ 100 %  
DS-5  5 - 10 Environ 100 %  
MCN100 10 - 30 50 - 100 % très faible 
Nébuliseur ultrasonique 500 - 2500 Environ 20 % non 
Nébuliseur à capillaire oscillant 1 - 2000 Environ 100 % à 
faible débit 
non 
Nébuliseur à flux parallèles 
(Mira Mist) 
1 - 9 Environ 100 % non 
Récemment, Schaumlöffel et coll. ont développé au laboratoire un nanonébuliseur (nDS-
200e) travaillant à un débit de 50 à 4000 nl/min, appliqué au couplage nanoLC-ICP/MS sans 
ajout de liquide additionnel.142  
L’interface entre deux appareils doit s’adapter à chaque type de nébuliseur. Dans le 
couplage CE-ICP/MS, mis à part les nébuliseurs créés par les laboratoires, les principaux 
nébuliseurs commerciaux actuellement utilisés sont de type MicroMist,136,143–145 Mira 
Mist,70,71,146–148 ou DS-5 (interface CEI-100)149–153. 
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2.1.3.2. Interface entre la CE et l’ICP/MS 
Le ‘design’ de l’interface est crucial pour surmonter les difficultés techniques du couplage 
CE-ICP/MS dont les plus importantes sont l’élimination du flux laminaire au sein du capillaire 
et le maintien de la stabilité du courant électrique. Deux interfaces sont actuellement 
commercialisées : l’interface CEI100 (CETAC), fonctionnant avec un nébuliseur DS-5 et 
l’interface Mira Mist CE (Burgener), fonctionnant avec un nébuliseur Mira Mist. Néanmoins, 
compte-tenu du coût de ces systèmes et de leur difficulté de mise en œuvre, la plupart des 
couplages sont actuellement réalisés grâce à des interfaces développées directement dans 
les laboratoires. 
Les interfaces décrites dans la bibliographie peuvent être classées en deux catégories : 
- Interfaces sans ajout de liquide additionnel. 
- Interfaces avec ajout de liquide additionnel. 
Interfaces sans liquide additionnel 
La première interface utilisée pour le couplage CE-ICP/MS a été décrite par Olesik et al.129 Il 
s’agit d’une interface sans ajout de liquide additionnel afin d’éviter la dilution. Les limites de 
détection atteintes avec ce couplage sont de l’ordre du nM. Pour ce faire, la surface externe 
du capillaire a été recouverte par une fine couche d’argent (sur 4 à 5 cm de longueur) afin de 
créer un contact électrique avec l’électrolyte dans le capillaire. La Figure 2.1 représente le 
schéma de cette interface dans un nébuliseur microconcentrique. Ce dernier a été associé à 
une chambre de nébulisation faite sur mesure afin d’optimiser l’efficacité de transfert des 
analytes. Malgré la restriction du nébuliseur par le capillaire, les auteurs ont néanmoins 
constaté une auto-aspiration de 2 µl/min. Le débit de la CE étant de 50 nl/min, l’apparition 
d’un flux laminaire dans le capillaire et le contact électrique difficile à assurer ont contribué à 
limiter son utilisation.  
Cette option, longtemps abandonnée, a été récemment réintroduite par G. Jiang et coll. qui 
ont proposé l’utilisation de nébuliseurs initialement développés pour l’électrospray.154,155 
Cependant, l’ajout d’un liquide additionnel à 4 - 5 µl/min est toujours nécessaire afin de 
maintenir la stabilité de la nébulisation. Il pourra donc être applicable au couplage CE-
ICP/MS en adaptant la configuration de façon à ajouter une électrode. La commercialisation 
du futur nanonébuliseur à électrode intégrée est néanmoins toujours attendue en ICP/MS 
pour faciliter ce type d’interfaçage, ce qui permettrait d’améliorer les limites de détection tout 
en conservant un système stable et robuste. 
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Figure 2.1 : Schéma d'une interface sans solution additionnelle.129 
Interfaces avec liquide additionnel 
Afin de surmonter les problèmes rencontrés avec l’interface précédente, l’ajout d’un liquide 
additionnel au niveau de l’interface a été envisagé. Ce liquide permet non seulement de 
créer un contact électrique à l’extrémité du capillaire, entre l’électrolyte dans le capillaire et la 
deuxième électrode, et donc de fermer le circuit électrique, mais également de compenser le 
débit du nébuliseur dans l’ICP/MS. La configuration la plus courante est celle de type croix 
(Figure 2.2), où la deuxième électrode en Pt ou en acier inoxydable est connectée à la terre, 
et le liquide additionnel ajouté de façon coaxiale. 
 
Figure 2.2 : Schéma d’une interface avec liquide additionnel. 
 
Le liquide additionnel peut être introduit soit par une pompe, soit par auto-aspiration. Cette 
deuxième option présente le grand avantage d’adapter le débit du liquide additionnel en 
fonction de l’aspiration exercée par le nébuliseur, ce qui permet de supprimer les 
phénomènes de succion et de refoulement du liquide au sein du capillaire. Ce type 
d’interface est bien adapté aux nébuliseurs capables d’auto-aspiration (cf Tableau 2.1). Dans 
les autres cas, une pompe additionnelle est nécessaire pour maintenir un débit de liquide 
additionnel stable.  
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Quant au liquide additionnel, il doit être conducteur et compatible avec l’ICP/MS, en d’autres 
termes souvent volatil comme (NH4)2CO3 (les solvants organiques qui provoquent l’instabilité 
du plasma étant à éviter) mais aussi ne créant pas d’interférences avec les éléments à 
analyser. Les électrolytes classiques utilisés en CE tels que les tampons borate ou 
phosphate ne peuvent être utilisés car ils provoquent le bouchage du nébuliseur, des dépôts 
dans la torche à plasma et la dégradation des performances de l’ICP/MS. Prange et al.156 ont 
montré que l’utilisation d’HNO3 dilué (1 % dans leur cas) comme liquide additionnel évite la 
présence de sels en quantités importantes dans le plasma sans effet négatif sur la migration 
des analytes en CE. Ceci s’explique par le fait que dans la majorité des configurations 
utilisées, l’EOF est dirigé vers la cathode située à l’interface. Dans ce cas, la migration des 
protons ne modifie pas le pH de l’électrolyte.  
Par ailleurs, l’utilisation d’un liquide additionnel permet d’élargir le choix des électrolytes 
utilisables en CE. Le liquide additionnel diluant l’électrolyte à la sortie du capillaire, il conduit 
donc à la diminution des effets de matrice dus à cet électrolyte. Ce n’est pas le cas en 
HPLC-ICP/MS où l’ajout du liquide additionnel n’est pas nécessaire ou à très faible débit.  
Les limites de détection obtenues en CE sont généralement plus importantes, d’environ deux 
ordres de grandeur par rapport à celles obtenues en HPLC, à cause des faibles volumes 
d’injection (de l’ordre du nl).131,157 Cependant, en couplage avec l’ICP/MS, les limites de 
détection classiquement obtenues sont de 10-7– 10-9 M. Dans le but de diminuer ces limites 
de détection, Lu et al.158 ont appliqué une pression négative à l’entrée du capillaire pour 
compenser la succion du nébuliseur, permettant l’utilisation du liquide additionnel à très bas 
débit. Cependant, l’application d’une pression négative de manière précise est difficile à 
réaliser et la stabilité du courant électrique reste problématique car le contact électrique 
entre l’électrolyte dans le capillaire et l’électrode n’est pas facilement assuré. Une autre 
alternative permettant l’amélioration des limites de détection consiste à ajouter une étape de 
préconcentration par « stacking » des analytes avant séparation. La faisabilité de cette 
préconcentration en CE-ICP/MS a été démontrée sur un mélange de métalloprotéines.159 De 
ce fait, le volume d’injection peut être augmenté de 10 fois, sans perte de résolution notable, 
et les limites de détection sont environ 6 fois plus faibles. Cependant, il faut noter que cette 
stratégie est difficile à mettre en œuvre. 
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2.2. Mise en place du couplage CE-ICP/MS au laboratoire 
2.2.1. Appareillage 
L’électrophorèse capillaire utilisée est un système P/ACE MDQ (Beckman-Coulter, AB Sciex, 
USA), piloté par le logiciel de 32 KaratTM version 8.0. Les capillaires utilisés (Photon Lines, 
St-Germain-en-Laye, France) sont en silice fondue et recouverts d’une couche mince de 
polyimide et de dimensions : 64 cm x 75 µm i.d. x 375 µm o.d. (dans certains cas, une 
longueur de capillaire de 84 cm a été utilisée et celle-ci sera précisée dans le texte). La 
température dans le capillaire est maintenue constante et égale à 25°C à l’aide d’un liquide 
de refroidissement. La détection est réalisée en UV, par création d’une fenêtre de détection, 
réalisée à 10 cm d’une des extrémités du capillaire, à différentes longueurs d’onde (200 ou 
214 nm). Les électrophérogrammes en UV sont acquis à une fréquence de 16 Hz. 
L’ICP/MS est un système Agilent 7700 équipé d’un analyseur quadripolaire et d’une cellule 
de collision à l’hélium. Le système d’introduction de l’échantillon comprend un nébuliseur 
Micromist aspirant à un débit de 400 µl/min et une chambre de nébulisation de Scott. Les 
débits optimaux d’argon utilisés sont les suivants : débit du gaz plasmagène : 15 l/min, débit 
du gaz auxiliaire : 0,9 l/min, débit du gaz de nébulisation : 1 l/min. 
L’interfaçage entre l’électrophorèse capillaire et l’ICP/MS a été réalisé au laboratoire grâce à 
un système permettant l’introduction d’un liquide additionnel. Le schéma de ce couplage CE-
ICP/MS est présenté dans la Figure 2.3. 
 
Figure 2.3 : Schéma du couplage CE-ICP/MS utilisé au laboratoire. 
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L’interface est constituée d’un raccord 4 voies en PEEK, traversé par le capillaire ; une 
électrode de Pt, connectée à la terre, est insérée perpendiculairement dans la 3ème voie et le 
liquide additionnel ajouté par la dernière voie. Le liquide additionnel est introduit dans le 
nébuliseur par auto-aspiration. La connexion entre l’interface et le nébuliseur est réalisée à 
l’aide d’un tube en téflon. Une pompe péristaltique supplémentaire est utilisée pour 
réapprovisionner le système en liquide additionnel et maintenir un niveau identique de liquide 
dans le réservoir pendant toute la durée des analyses. 
Une double détection a été réalisée: une détection UV, à 10 cm de l’extrémité d’injection, 
pour visualiser les analytes absorbant dans l’UV (les protéines dans notre cas) et une 
détection ICP/MS à 64 cm pour détecter les éléments (uranium principalement). Afin d’avoir 
un système totalement automatisé, une connexion électrique a été réalisée entre les deux 
appareils permettant leur communication. Ceci permet notamment d’assurer le démarrage 
simultané de la CE et de l’ICP/MS par l’intermédiaire d’un signal de déclenchement.  
2.2.2. Paramètres de l’interface 
Après le choix approprié du nébuliseur, du type d’interface et du système d’introduction du 
liquide additionnel, l’efficacité de la séparation devra être conservée en éliminant les 
phénomènes d’aspiration et de refoulement au niveau de l’interface. Ceci nécessite le 
réglage des paramètres suivants :  
1) Hauteur des deux extrémités du capillaire pour contrôler le phénomène de siphonnage. 
De par la géométrie des deux systèmes commercialisés, l’introduction dans l’ICP/MS est 
plus haute que celle de la CE. Il est donc nécessaire de mettre à niveau les deux 
appareils. Nous avons donc ajusté la hauteur de la CE par rapport à l’ICP/MS en la 
surélevant de 7,5 cm.  
2) Choix du tube de jonction entre l’interface et le nébuliseur : Ce connecteur influence 
fortement les capacités d’auto-aspiration du nébuliseur. Il doit avoir un diamètre suffisant 
pour permettre l’introduction du liquide additionnel nécessaire au nébuliseur. De ce fait, 
chaque type de nébuliseur doit avoir un connecteur adapté. Dans notre cas, la jonction 
choisie est un tube en téflon de 1,59 mm i.d., 3,16 mm o.d. et 7,3 cm de long.  
3) Débit du liquide additionnel : Il faut régler le débit de liquide afin que les phénomènes 
d’aspiration et de refoulement au sein du capillaire soient minimisés voire supprimés. 
4) Position du capillaire à l’entrée du nébuliseur : Si le capillaire est trop proche du tube 
central étroit du nébuliseur, il obture le passage du liquide additionnel et le phénomène 
de succion devient ainsi important et provoque la détérioration des séparations. Par 
contre, si le capillaire est situé trop loin, il y a création d’un volume mort important, ce qui 
conduit à un élargissement des pics, et par conséquent une diminution de la résolution 
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(de l’efficacité) de la séparation.130
Dans les paragraphes qui suivent, nous nous sommes focalisés sur l’optimisation du débit de 
liquide additionnel, de la position du capillaire à l’entrée du nébuliseur mais également sur la 
dilution des analytes éventuellement provoquée par ce couplage avant la détection. 
2.2.2.1. Niveau du liquide additionnel 
L’acide nitrique HNO3 1 mM a été choisi comme liquide additionnel afin de favoriser 
l’ionisation des analytes dans l’ICP/MS. Il faut noter que dans l’optique d’une séparation des 
protéines, la concentration de cet acide ne peut être augmentée sans risque de précipitation 
de celles-ci. Comme nous l’avons dit précédemment, dans les capillaires de silice, le flux 
électroosmotique est dirigé vers la cathode. Lorsqu’un voltage positif est appliqué, les 
protons ne migrent donc pas vers l’entrée du capillaire. Par conséquent, l’introduction d’acide 
nitrique à la sortie du capillaire n’affecte pas la séparation située en amont. Dans les 
séparations réalisées dans des capillaires neutres et pour lesquelles un voltage négatif a été 
appliqué, l’acide nitrique a été remplacé par le TRIS 5 mM à pH 7,4 pour éviter toute 
modification du pH pendant la séparation. L’erbium (Er3+) 3 nM a été ajouté dans la solution 
d’HNO3 1 mM pour vérifier la stabilité de la nébulisation dans le système en suivant sa 
détection à m/z = 166, avec un temps d’acquisition de 0,1 s/point. 
Le niveau de liquide additionnel nécessaire au bon fonctionnement en auto-aspiration a été 
déterminé. Celui-ci a été mesuré à partir de la hauteur H décrite dans le schéma de la Figure 
2.4. 
 
Figure 2.4 : Schéma de l’interface utilisée pour le couplage CE-ICP/MS. 
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Influence sur la stabilité du courant 
Afin de déterminer le niveau de liquide pour lequel les effets d’aspiration et de refoulement 
dans le capillaire seront minimisés voire supprimés, une méthode simple et rapide, basée 
sur la mesure de l’intensité du courant, a été appliquée. Celle-ci nécessite l’utilisation d’un 
liquide additionnel ayant une conductivité différente de celle de l’électrolyte, l’acide nitrique 1 
mM dans notre cas. Après réalisation du couplage, le capillaire de silice (64 cm x 75 µm i.d.) 
de la CE a été rempli par une solution de TRIS 50 mM, NaCl 5 mM à pH 7,4, une de ces 
extrémités restant immergée dans cette même solution. Puis, un voltage de 20 kV (avec un 
temps de rampe de 18 s) a été appliqué soit immédiatement, soit après 10 min et le courant 
a été enregistré 24 s après l’application de ce voltage.  
L’évaluation de l’aspiration et du refoulement est basée sur la comparaison des intensités 
des courants mesurées immédiatement et après 10 min d’attente. 
- Si le niveau du liquide additionnel est trop élevé, cela engendre un débit de liquide 
additionnel supérieur à celui nécessaire au nébuliseur. Il y a alors refoulement d’acide 
nitrique au sein du capillaire pendant 10 min et on constate une diminution du courant 
électrique.  
- Si le débit du liquide est trop faible, il y a aspiration de l’électrolyte contenu dans le 
capillaire et le contact électrique n’est plus assuré. Toutefois, pour des débits de liquide 
additionnel proches de la valeur optimale, le capillaire étant immergé dans l’électrolyte, 
ce dernier est renouvelé progressivement et le courant ne change donc pas après de 10 
min. 
La comparaison de ces intensités permet donc de détecter sans ambiguïté un refoulement 
mais pas une aspiration modérée. La plus petite hauteur H pour laquelle la valeur du 
courant reste constante ou varie faiblement entre les mesures à 0 et 10 min est la position 
optimale où les phénomènes de succion et de refoulement sont supprimés.  
La Figure 2.5 représente le courant mesuré lorsqu’on applique un voltage immédiatement 
après avoir rempli le capillaire par l’électrolyte et après 10 min d’attente en fonction du 
niveau de liquide additionnel. 
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Figure 2.5 : Courant électrique à 24 s en fonction du niveau de liquide additionnel.  
Temps d’équilibrage du système : 0  e 10 min. 
Conditions : capillaire de silice (64 cm x 75 µm i.d.), électrolyte : TRIS 50 mM, NaCl 5 mM à pH 7,4, voltage de 20 kV. 
Liquide additionnel : HNO3 1 mM. 
Pour des hauteurs comprises entre 39 cm et 49 cm, le courant reste stable quelle que soit la 
hauteur lorsqu’on applique immédiatement le voltage. Par contre, après 10 min, le courant 
reste stable uniquement pour des hauteurs comprises entre 39 cm et 42 cm puis diminue 
progressivement, indiquant un refoulement dans le capillaire. On peut en conclure qu’une 
hauteur de liquide additionnel de 42 cm est la position la plus adaptée. Cette valeur 
correspond à une hauteur de liquide additionnel inférieure de 8 cm à la sortie du capillaire. 
Influence sur la quantité injectée en CE-ICP/MS  
Un second phénomène lié directement à l’effet d’aspiration exercé par le nébuliseur 
concerne la quantité d’échantillon injectée. Nous avons donc comparé les quantités injectées 
dans les deux systèmes CE-UV en absence de détecteur externe et CE-UV dans le cas du 
couplage CE-ICP/MS. 
Pour cela, nous avons utilisé une solution de DMSO 0,1 % dans l’électrolyte. Un capillaire 
silice de 64 cm x 75 µm i.d. comportant une fenêtre de détection UV située à 10 cm de 
l’extrémité d’injection a été utilisé dans les deux systèmes. Des conditions d’injection et de 
séparation identiques ont été choisies : injection : 0,3 psi pendant 5 s ; séparation : 5 kV ; 
électrolyte : borate 30 mM à pH 9,2. La détection UV à 10 cm a été réalisée à 200 nm et la 
surface de pic obtenue pour le DMSO a été corrigée par son temps de migration. Dans le 
cas du couplage CE-ICP/MS, le liquide additionnel est constitué d’une solution d’erbium 
(Er3+) 3 nM dans HNO3 1 mM afin de contrôler la stabilité de la nébulisation. 
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La Figure 2.6 montre l’influence du niveau de liquide additionnel sur la quantité injectée ainsi 
que sur le temps de migration du DMSO dans le cas du couplage CE-ICP/MS pour 
différentes hauteurs H et en comparaison de ceux obtenus en CE-UV. 
 
Figure 2.6 : Influence du niveau de liquide additionnel sur la quantité injectée et le temps de migration du 
DMSO en absence et en présence de couplage à l’ICP/MS. 
CE-UV correspond aux résultats obtenus dans le système sans couplage. 37, 42, 43, 44 : correspondent aux résultats obtenus 
dans le système  CE-ICP/MS pour différentes hauteurs H (cm). 
Échantillon: DMSO 0,1 % dans l’électrolyte.  
Injection 0,3 psi – 5 s. 
Séparation : capillaire de silice Ld / Lt 10 / 64 cm x 75 µm i.d., borate 30 mM à pH 9,2, 5 kV à 25°C.  
Détection : UV à 200 nm. Liquide additionnel : HNO3 1 mM. 
 
On remarque que la quantité d’injection et le temps de migration obtenus en couplage CE-
ICP/MS varient avec la hauteur de liquide additionnel. En effet, pour une hauteur de liquide 
additionnel où l’aspiration a été démontrée (H = 37 cm), la surface corrigée (et donc le 
volume d’injection) est 7,3 fois plus importante et le temps de migration est 1,7 fois plus court 
que ceux obtenus en CE-UV. Pour des hauteurs de liquide comprises entre 42 cm et 44 cm, 
si le temps de migration est comparable à celui mesuré en CE-UV, la surface du DMSO est 
environ 4,5 fois plus importante. 
Bien que ce phénomène de sur-injection de l’échantillon en CE-ICP/MS, observé même au 
niveau optimisé de liquide additionnel (H = 42 cm), ne soit pas encore expliqué, il démontre 
l’existence vraisemblable d’une aspiration au moment de l’injection. Une conséquence 
supplémentaire de ce phénomène est la nécessité de contrôler strictement le niveau du 
liquide additionnel au cours de l’analyse et entre les analyses, afin d’assurer une bonne 
répétabilité de la quantité injectée. 
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2.2.2.2. Position de l’extrémité du capillaire dans le nébuliseur
La position de l’extrémité du capillaire dans le nébuliseur est un paramètre crucial dans 
l’optimisation du couplage. Comme nous l’avons expliqué précédemment, un compromis 
entre aspiration (position du capillaire trop avancée dans le nébuliseur) et augmentation du 
volume mort (capillaire trop éloigné) doit être trouvé.  
Dans ces expériences, la distance entre l’extrémité du capillaire et le tube central du 
nébuliseur « d » est décrite dans la Figure 2.7. La position 0 est définie comme celle juste à 
l’entrée du tube central étroit du nébuliseur. Plus le capillaire est éloigné de ce tube, plus la 
valeur de « d » augmente. 
 
Figure 2.7 : Schéma montrant la position du capillaire de l’électrophorèse dans le nébuliseur. 
 
Nous avons donc évalué l’influence de deux positions du capillaire (d = 0  et d = 2 mm) sur le 
temps de migration, la surface et la hauteur du pic de DMSO, et ce pour deux niveaux de 
liquide additionnel : H = 42 cm et H = 44 cm. 
Pour cela, une solution de DMSO 1 % dans l’eau a été injectée à 0,5 psi pendant 4 s, puis la 
séparation a été réalisée à 20 kV et 25°C en utilisant un électrolyte TRIS 50 mM, NaCl 5 mM 
à pH 7,4. Le DMSO a été détecté en ICP/MS à m/z = 34 (acquisition 5 s/point) en activant la 
cellule de collision à l’hélium (DHe = 8,5 l/min) pour diminuer les interférences 
polyatomiques : 15N18O1H+, 16O18O+, 16O17O1H+. 
Les caractéristiques de la séparation issues des électrophérogrammes obtenus pour ces 
différentes expériences sont récapitulées dans le Tableau 2.2. 
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Tableau 2.2 : Influence de la position du capillaire dans le nébuliseur sur l’analyse du DMSO 1 % dans 
l’eau. 
Injection 0,5 psi – 4 s, Séparation : capillaire de silice 64 cm x 75 µm i.d., TRIS 50 mM, NaCl 5 mM à pH 7,4, 20 kV à 25°C, 
Détection : ICP/MS m/z = 34 , (DHe = 8,5 ml/min). Liquide additionnel : HNO3 1 mM. 
 
 Niveau du liquide 
additionnel  
H = 42 cm H = 44 cm 
 Distance “d” d = 2 mm  d = 0 mm  d = 2 mm d = 0 mm 
t (min) 8,83 8,83 9,18 8,95 
S (au) 88375 162197 124622 175278 
h (CPS) 4381 12362 4455 9884 
Largeur (w1/2, min) 0,357 0,196 0,462 0,349 
On remarque que pour le niveau de liquide optimisé (H = 42 cm), si aucun changement du 
temps de migration n’est observé en passant de d = 2 mm à d = 0 mm, la surface, la hauteur 
et la largeur de pic à mi-hauteur sont nettement améliorées de 1,8 fois ; 2,8 fois et 1,8 fois 
respectivement. Le temps de migration restant inchangé pour les deux positions du 
capillaire, l’aspiration semble donc identique au cours de la séparation. On constate 
cependant une augmentation de la surface en position 0, indiquant soit une augmentation de 
l’aspiration à l’injection, soit une diminution de la dilution dans l’interface (si elle a une 
influence). Le volume mort post-colonne est minimisé pour d = 0, ce qui conduit à une 
dispersion moindre. L’augmentation de la hauteur, et donc l’amélioration de la sensibilité, est 
une conséquence directe de ces deux phénomènes.  
On observe la même tendance pour un niveau de liquide additionnel fixé à 44 cm. 
Cependant, les temps de migration sont plus longs et les largeurs de pic plus importantes 
que ceux obtenus dans le cas de H = 42 cm. Pour ce niveau, il y a refoulement du liquide 
additionnel dans le capillaire, ce qui retarde la migration du DMSO et augmente sa 
dispersion. 
Nous avons donc choisi une position du capillaire dans le nébuliseur située à 0 mm du tube 
central. 
2.2.3. Effet de dilution dans le couplage CE-ICP/MS 
L’effet de dilution a été évalué par la mesure du rapport des surfaces du pic en ICP/MS et en 
UV. Il faut bien noter que ce dernier est influencé non seulement par le facteur de dilution 
théorique (rapport des débits entrant dans l’ICP/MS et sortant de la CE) mais aussi par 
l’efficacité de nébulisation du nébuliseur.  
Pour changer ce rapport de débits, nous avons envisagé deux options: 
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- soit un changement du débit entrant dans l’ICP/MS par utilisation des nébuliseurs 
opérant à différents débits, 
- soit un changement du débit sortant de la CE par variation du voltage ou de la pression 
de séparation. 
Nous avons utilisé deux nébuliseurs Micromist présentant des débits d’auto-aspiration 
différents : 215 µl/min et 450 µl/min. Dans les deux cas, le niveau de liquide additionnel a été 
fixé à 42 cm et l’introduction du liquide a été effectuée par auto-aspiration. Le DMSO (1% 
dans l’eau) a été choisi comme molécule standard et un capillaire neutre (silice recouvert 
d’HPC) de 64 cm x 75 µm i.d. a été utilisé afin d’éviter tout phénomène d’adsorption. Pour 
ces deux nébuliseurs, la séparation a été réalisée dans un électrolyte TRIS 10 mM, NaCl 15 
mM à pH 7,4 sous un voltage de - 30 kV en appliquant une pression supplémentaire variant 
de 0,4 à 1,7 psi. Le DMSO a été détecté à m/z = 34 (5 s/point) en activant la cellule de 
collision à l’hélium (D = 8,5 l/min). Pour chaque pression appliquée, le débit issu de la CE a 
été calculé à partir du temps de migration du DMSO. La surface en UV a été corrigée par le 
temps de migration du pic et a été utilisée afin de contrôler la constance des quantités 
injectées. 
La Figure 2.8 représente le temps de migration du DMSO à différentes pressions appliquées 
dans le système (a) et le rapport de surfaces entre les deux détections en fonction du temps 
de migration (b).   
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a 
 
b 
 
Figure 2.8 : Temps de migration du DMSO à différentes pressions appliquées (a), rapport de surfaces 
entre deux détections en fonction du temps de migration (b). 
Échantillon: DMSO 1 % dans l’eau. 
Injection 0,5 psi – 5 s. 
Séparation dans un mélange d’électrolyte Tris 10 mM, NaCl 15 mM à pH 7,4, sous le voltage de - 30 kV + (x) psi à 25°C, 
capillaire neutre recouvert par HPC 64 cm x 75 µm i.d. 
Détection : ICP/MS m/z = 34 (5 s/p), mode collision par He (DHe = 8,5 ml/min). Liquide additionnel : TRIS 5 mM, pH 7,4. 
On remarque que, quel que soit le nébuliseur utilisé, aucun changement du temps de 
migration n’est observé (Figure 2.8 a). Pour un nébuliseur donné, le temps de migration du 
DMSO est modifié par application d’une pression à l’entrée de capillaire, qui conduit à un 
changement du débit de l’électrolyte. Ce dernier varie uniquement avec la pression 
appliquée à l’entrée du capillaire et est très proche de la valeur estimée par le logiciel CE 
Expert Lite de Beckman Coulter. Ceci confirme bien l’avantage de l’introduction du liquide 
additionnel par auto-aspiration qui permet d’adapter le débit du liquide à l’effet de succion 
exercé par le nébuliseur.  
La comparaison des rapports de surface obtenus avec les deux nébuliseurs illustre bien 
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l’amélioration de l’efficacité de nébulisation à plus faible débit. Toutefois, l’amélioration 
obtenue avec le nébuliseur opérant à 215 µl/min (x 1,2 environ) est inférieure à celle prédite 
par la théorie (x 1,8). L’augmentation de la pression au cours de la séparation ne conduit à 
aucun changement du rapport des surfaces (Figure 2.8 b), à l’exception des résultats 
obtenus pour les temps de migration courts (inférieurs de 3 min) où on observe une légère 
augmentation du rapport de surfaces, mais dont la significativité n’est pas démontrée. Ceci 
montre que la sensibilité de détection dans l’ICP/MS semble indépendante du facteur de 
dilution. Ces résultats sont à rapprocher de ceux obtenus par A. Varenne et coll.160 en CE-
ESI/MS, qui ont également conclu à une influence plus faible de la dilution sur la sensibilité 
de détection que celle attendue par le seul examen du rapport des débits. Nous avons donc 
choisi de travailler avec le nébuliseur à 450 µl/min en raison de la stabilité des rapports de 
surface sur une large gamme de facteurs de dilution. 
2.3. Conclusion 
Nous avons mis en place un couplage CE-ICP/MS à interface avec liquide additionnel, 
totalement automatisé. Suite à l’optimisation des paramètres du couplage de CE-ICP/MS, 
nous avons donc choisi de travailler dans les conditions suivantes : 
- Position du système de CE de + 7,5 cm par rapport de la celle de l’ICP/MS. 
- Liquide additionnel choisi : HNO3 1 mM contenant de l’erbium (Er
3+) 3 nM comme 
marqueur de stabilité de la nébulisation pour le capillaire de silice, et TRIS 5 mM à pH 
7,4 pour le capillaire neutre. 
- Hauteur du réservoir de liquide additionnel : 42 cm. 
- Pompe péristaltique réglée au même débit que celui d’introduction du liquide additionnel 
pour maintenir le niveau du liquide dans le réservoir. 
- Position du capillaire : d = 0 mm. 
Ces conditions permettent de limiter les phénomènes d’aspiration et de refoulement dus aux 
différences de débits entre la CE et l’ICP/MS. Toutefois, nous avons observé que si les 
temps de migration ne semblent pas affectés par ce couplage, les quantités injectées sont, 
elles, environ 4,5 fois plus importantes. 
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Chapitre 3. Optimisation des conditions 
d’analyse en CE-ICP/MS des complexes 
protéine-uranium 
Comme nous l’avons vu au chapitre 1, l’identification des complexes protéine – uranium 
reste un défi analytique important malgré le nombre de méthodes envisagées et 
développées afin de résoudre ce problème. En effet, ces complexes sont de nature non-
covalente et subissent une dissociation durant toute analyse impliquant une technique 
séparative. Il est donc nécessaire de trouver des conditions d’analyse douces afin de 
conserver les complexes pendant la séparation. Dans le but d’étudier les potentialités du 
couplage CE-ICP/MS dans l’analyse des complexes protéine-uranium, nous avons envisagé 
les différents phénomènes à partir de l’injection jusqu’à la détection qui peuvent altérer la 
distribution du métal parmi les protéines. Deux phénomènes majeurs ont été recensés :  
- les effets de dissociation des complexes causés par (i) l’interaction avec les silanols de 
surface des capillaires, entraînant une adsorption de l’uranium et des protéines, (ii) la 
dilution des complexes, et (iii) la dissociation de ces mêmes complexes due aux 
conditions de déséquilibre induites par le processus de séparation. 
- les écarts de milieu (composition, pH, force ionique) entre l’échantillon et l’électrolyte 
sélectionné pour la séparation qui vont affecter directement la répartition du métal entre 
les protéines. 
Dans ce chapitre, nous allons étudier l’influence de l’électrolyte (pH et force ionique), du type 
de greffage de la surface du capillaire et de l’application d’un voltage et/ou une pression sur 
l’adsorption de l’uranium et la dissociation des complexes pendant la séparation. Des 
conditions d’analyse optimales seront choisies et la reproductibilité du système sera évaluée. 
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3.1. Phénomènes de sorption dans les capillaires de silice 
3.1.1. Phénomène d’adsorption de l’uranium sur la paroi du capillaire de silice 
En milieu aqueux, l’uranium est majoritairement présent sous forme d’ion uranyl (UO2
2+). Des 
études ont montré que sa spéciation est affectée par le pH ainsi qu’en témoigne la Figure 3.1 
présentant les espèces solubles de l’uranium (1 µM) par modélisation à l’aide du logiciel 
JChess (Ecole de Mines). 
 
Figure 3.1 : Répartition des espèces solubles de l’uranium 1 µM en fonction du pH dans un milieu libre en 
CO2 (calculée grâce au logiciel JChess). 
Dans une large gamme de pH allant de 1 à 8, celui-ci est majoritairement sous forme 
cationique ou neutre. Les silanols de la paroi du capillaire de silice sont quant à eux chargés 
négativement. Cette ionisation a lieu à partir de pH 2 et augmente progressivement jusqu’à 
pH 8 - 9, où les silanols sont entièrement ionisés (pKa silanol ≈ 4-6).
161 Plusieurs études ont 
démontré l’adsorption de l’uranium sur la surface de la silice. Selon Zhao et al.,162 
l’adsorption est réalisée via la formation de complexes de surface SiO2UO2 (log K = - 4,8 ± 
0,2). A partir de pH 5, il y aurait apparition de la forme SiO2UO2(OH)
- (log K = - 10,2 ± 0,3). 
Sylwester et al.163 ont quant à eux montré que cette adsorption semble avoir lieu via la 
formation d’un complexe de sphère interne bidente. Une possible formation de complexes de 
surface polynucléaires est proposée pour des pH proches de la neutralité. 
Une adsorption de l’uranium sur la paroi du capillaire de silice est donc attendue. Celle-ci est 
fortement préjudiciable au maintien des complexes lors de la séparation. Par conséquent, 
nous avons étudié l’influence des différents types d’électrolytes de séparation, et des 
capillaires sur ce phénomène d’adsorption.!
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Afin d’évaluer l’influence de l’électrolyte sur la sorption de l’uranium dans le couplage CE-
ICP/MS, différents électrolytes ont été testés : acide nitrique 5 %, acétate de sodium 100 mM 
à pH 5, borate de sodium 50 mM à pH 7,5, HEPES 50 mM, NaCl 5 mM à pH 7,4, TRIS 50 
mM, NaCl 5mM à pH 7,4, bicarbonate de sodium 1 mM à pH 7,2 et carbonate de sodium 1 
mM à pH 10,6. 
3.1.1.1. Effet de matrice observé en ICP/MS 
Dans un premier temps, l’effet de matrice sur la détection de l’uranium par ICP/MS a été 
étudié par analyse directe d’une solution d’uranium 50 nM dans ces différents milieux. Pour 
chacune de ces solutions, l’uranium a été quantifié à l’aide d’un étalonnage réalisé en HNO3 
5 %. Les résultats, présentés dans la Figure 3.2, récapitulent les concentrations apparentes 
mesurées dans les différents milieux. Ceux-ci indiquent que la sensibilité de détection est 
beaucoup plus faible dans les électrolytes que dans l’acide. Cette différence s’explique 
notamment de par l’utilisation de matrices chargées en sels qui provoquent la suppression 
de l’ionisation de l’uranium au profit d’ions majeurs s’ionisant plus facilement (Na+ par 
exemple). 
 
Figure 3.2 : Comparaison des effets de matrice dus à l’utilisation de différents électrolytes par analyse 
directe en ICP/MS. 
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3.1.1.2. Etude dans un capillaire de silice 
Chaque solution d’uranium 50 nM, obtenue par dilution dans l’électrolyte d’une solution mère 
d’uranium 50 µM dans HNO3 0,05 %, a été injectée de façon continue dans le capillaire de 
silice (84 cm x 75 µm i.d.) sous une pression de 5 psi. Pour toutes ces expériences, l’acide 
nitrique 5 % a été ajouté au niveau de l’interface en tant que liquide additionnel afin de 
s’affranchir des effets de matrice observés précédemment lors de la détection en ICP/MS. 
La Figure 3.3 présente les courbes de percée obtenues dans les différentes conditions et 
montre une influence importante des électrolytes sur la sorption de l’uranium.  
 
Figure 3.3 : Influence des électrolytes sur le signal de l’uranium en couplage CE-ICP/MS. 
On constate deux types de comportement très différents : 
- une absence de sorption ou une sorption modérée : C’est le cas en milieu acide nitrique 
où les silanols du capillaire sont protonés (acide nitrique 5 %). L’uranium, présent sous 
forme cationique, n’est donc pas ou peu adsorbé sur la paroi du capillaire. Un 
comportement similaire est observé en milieu d’acétate de sodium 100 mM à pH 5. Ceci 
peut s’expliquer par la formation d’un complexe prédominant chargé négativement : 
[UO2(OAc)3]
- (log = 6,95),164 dû à l’utilisation d’une concentration très importante (100 
mM) d’acétate de sodium, qui empêche l’adsorption de l’uranyle sur la paroi du 
capillaire. Cette forte diminution de l’adsorption de l’uranium sur la surface de silice en 
présence d’acétate a d’ailleurs déjà été montrée par Zhao et al.162 Dans le cas du 
carbonate 1 mM à pH 10,6, on observe une augmentation progressive du signal de 
l’uranium jusqu’au niveau de celui obtenu en acide nitrique. Ceci semble indiquer une 
sorption de l’uranium dans cet électrolyte. Toutefois, celle-ci reste limitée 
vraisemblablement en raison de la formation du complexe UO2(CO2)3
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- une sorption importante : A l’exception des 3 électrolytes précédents, toutes les courbes 
de percée présentent un léger retard et une intensité du signal de l’uranium au plateau 
très faible, ce qui semble indiquer un phénomène d’adsorption très significatif de 
l’uranium sur la paroi des capillaires de silice avec absence de saturation de sites. Ceci 
pourrait indiquer la formation d’un précipité d’uranium en surface de capillaire. De plus, il 
faut noter que ce phénomène a lieu pour tous les électrolytes à pH 7-7,5. Cette 
hypothèse est confortée par les études réalisées en EXAFS par Sylwester et al.163 et en 
XPS par A. Froideval et al.165 sur l’adsorption de l’uranium sur la surface de la silice. Ces 
études suggèrent la formation d’oligomères polynucléaires ou de précipités de type 
schoepite à la surface à des pH proches de la neutralité. 
En conclusion, l’adsorption de l’uranium dans les capillaires de silice est inévitable. Cela 
nécessite donc de trouver des conditions pour minimiser le plus possible ce phénomène. 
Nous avons envisagé deux solutions : (i) modifier la surface du capillaire afin de diminuer le 
taux de silanols et (ii) moduler la nature de l’électrolyte de séparation (force ionique et pH) 
afin d’induire des compétitions, tout en conservant les complexes protéine-uranium pendant 
la séparation. 
3.1.2. Phénomène d’adsorption des protéines sur la paroi du capillaire de 
silice 
Le phénomène d’adsorption des protéines sur la paroi du capillaire de silice de la CE est 
décrit dans plusieurs études. Nous avons donc testé l’adsorption des trois protéines cibles 
potentielles de l’uranium : d’abord FET et TF, puis OPN dans le capillaire. 
Dans un premier temps, des mélanges de FET et TF 0,05 – 1 mg/ml dans TRIS 5 mM, NaCl 
15 mM à pH 7,4 ont été injectés à 0,3 psi pendant 2 s dans un capillaire de silice Lt/Ld 20/30 
cm x 75 µm i.d. Le marqueur neutre DMSO 0,1 % dans l’électrolyte a été injecté à 0,3 psi 
pendant 2 s. La séparation a été réalisée dans l’électrolyte TRIS 5 mM, NaCl 15 mM, pH 7,4 
à 10 kV, à 25°C et la détection UV à 200 nm. Un rinçage inter-analyse par l’électrolyte de 
séparation a été réalisé à 20 psi pendant 2 min. Les électrophérogrammes obtenus sont 
présentés dans la Figure 3.4 et les courbes de corrélation entre les concentrations des 
protéines et la surface de pics sont présentées dans la Figure 3.5. 
Chapitre 3 : Optimisation des conditions d’analyse en CE-ICP/MS des complexes protéine-uranium 
 
 
66 
 
Figure 3.4 : Electrophérogrammes des analyses des mélanges de TF et FET dans un capillaire de silice. 
1- TF, 2- FET. 
Echantillons : mélange TF, FET de 0,05 – 1 mg/ml pour chaque protéine dans un mélange TRIS 5 mM, NaCl 15 mM à pH 7,4. 
Injection : 0,3 psi – 2 s du marqueur neutre DMSO 0,1 % puis de l’échantillon. 
Séparation : capillaire de silice Lt/ld 20/30 cm x 75 µm i.d., électrolyte de séparation de TRIS 5 mM, NaCl 15 mM à pH 7,4, 10 kV 
à 25°C. 
Détection UV à 200 nm. 
 
Figure 3.5 : Linéarité de la réponse en surface de pic pour FET et TF. 
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On note de bonnes corrélations entre les concentrations des protéines et la surface des pics 
correspondants (R2 = 0,995 pour FET et R2 = 0,997 pour TF). Ceci démontre que 
l’adsorption de ces deux protéines sur le capillaire est négligeable dans ces conditions 
d’analyse.  
Pour OPN, nous n’avons pas réalisé d’études détaillées du phénomène d’adsorption. En fait, 
cette protéine est difficilement détectée en UV à cause de son faible coefficient d’extinction 
massique (0,21 l.g-1.cm-1 à 280 nm) et de sa migration tardive dans les conditions d’analyse 
en capillaire de silice, due à sa charge négative importante. Cependant, elle migre plus 
rapidement dans les capillaires neutres sous voltage négatif. Nous avons donc réalisé 
l’analyse d’un mélange de trois protéines TF 30 µM, FET 10 µM, OPN 10 µM dans le tampon 
TRIS 50 mM, NaCl 5 mM à pH 7,4 avec un capillaire neutre (plus de détails dans la partie 
3.1.3.5 « capillaire neutre N-cap »). La Figure 3.6 présente les électrophérogrammes : 
analyse 1 dans le capillaire neutre N-cap et analyse 2 dans le même capillaire ayant perdu 
20 % de son greffage.  
 
Figure 3.6 : Electrophérogrammes des analyses d’un mélange d'OPN, TF et FET.  
Analyse 1 : dans un capillaire neutre, Analyse 2 : dans le même capillaire, avec une perte du greffage de 
20 %. 1- OPN, 2- FET, 3- TF. 
Échantillon TF 30 µM, FET 10 µM, OPN 10 µM dans le tampon TRIS 50 mM, NaCl 5 mM à pH 7,4.  
Injection de l’échantillon : 0,5 psi- 10 s. 
Séparation : capillaire N-cap Lt/Ld 54/64 cm x 50 µm i.d., électrolyte TRIS 50 mM, NaCl 5 mM, pH 7,4, - 28 kV + 0,4 psi, à 
25°C. 
Détection : UV à 214 nm. 
Il faut noter dans l’analyse 2, l’absence de pic attribué à TF (pic 3) car le temps de migration 
de celle-ci est supérieur à 16 min. Une comparaison qualitative des deux 
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électrophérogrammes montre que l’apparition de silanols à la surface du capillaire semble 
conduire à une diminution très importante de la hauteur et de la surface corrigée du pic 
attribué à OPN. En comparaison, celles du pic attribué à FET sont moindres. Ceci pourrait 
indiquer que la présence des silanols (20 % à cause de la perte du greffage) induit une 
adsorption de l’OPN mais pas de la FET à la surface du capillaire. Cependant, il est 
nécessaire de réaliser plus d’expériences avant de confirmer cette hypothèse, qui devra 
néanmoins être prise en compte par la suite. 
3.1.3. Modification de la surface du capillaire pour minimiser l’adsorption de 
l’uranium libre 
Afin de diminuer le taux de silanols à la surface du capillaire, nous avons testé différentes 
modifications de la surface des capillaires, neutres ou positives, par recouvrement 
dynamique, immobilisation ou greffage.  
5 types de capillaires greffés ont été testés :  
- des capillaires présentant une charge de surface positive : capillaire recouvert de CTAB, 
capillaire multi-couches polybrène/ dextran sulfate/ polybrène afin de favoriser la 
répulsion électrostatique entre l’uranyle et la surface du capillaire. 
- des capillaires neutres : capillaire neutre Ncap commercialisé par la société Beckman 
Coulter, capillaire recouvert d’HPC immobilisée thermiquement, afin d’éliminer les 
silanols de surface. 
- un capillaire dont la surface a été greffée de façon covalente par la cystéine possédant 
une charge de surface globalement neutre (zwitterion), fourni par le laboratoire des 
Techniques Séparatives de l’Institut des Sciences Analytiques de Lyon. 
Les capillaires ont été évalués selon les critères suivants : (i) l’adsorption de l’uranium, (ii) 
l’adsorption des protéines sur le capillaire et (iii) la stabilité du greffage ou du revêtement 
après les analyses de protéines et après le rinçage par l’acide nitrique 1 mM utilisé pour la 
désorption de l’uranium. Il faut aussi noter qu’à pH 7,4, toutes les protéines étudiées sont 
chargées négativement et l’uranium est chargé positivement. Il nous faut donc de trouver un 
compromis entre les deux premiers critères. 
Les capillaires utilisés sont de diamètre de 75 µm, à l’exception du capillaire Ncap (50 µm 
i.d) et du capillaire multi-couches polybrène/dextran sulfate/polybrène (50 ou 75 µm i.d). Les 
longueurs des capillaires sont Lt/Ld : 50/ 60 cm en CE-UV (à l’exception des capillaires Ncap 
et HPC de 54/64 cm) et 64 cm en CE-ICP/MS quel que soit le type de revêtement. 
L’efficacité des greffages ou revêtements de surface des capillaires, leur stabilité ainsi que 
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l’adsorption des protéines (en absence du métal) ont d’abord été testées en CE-UV via la 
mesure de la mobilité électroosmotique. 
L’adsorption de l’uranium a été évaluée en couplage CE-ICP/MS. Une solution d’uranium 1 
µM obtenue par dilution dans l’eau d’une solution standard d’uranium à 1000 mg/l dans 
HNO3 4 % a été injectée à 0,5 psi pendant 6 s puis l’élution de l’uranium a été réalisée dans 
des conditions dépendantes du type de capillaire. 
3.1.3.1. Méthode de détermination de l’EOF 
La mobilité électroosmotique a été mesurée en utilisant la méthode de Williams et Vigh 
décrite dans la Figure 3.7.166 Pour les capillaires de 75 µm i.d., l’injection a été réalisée à une 
pression de 1 psi pendant 12 s, la séparation hydrodynamique à 1 psi pendant 60 s et la 
séparation électrophorétique pendant 180 s sous un voltage de + 7 kV pour les capillaires 
dont la surface était présumée chargée positivement et de - 25 kV pour les capillaires 
neutres. Quant au capillaire de 50 µm i.d., des conditions identiques ont été utilisées mise à 
part la pression appliquée (de 2 psi au lieu de 1 psi). Une solution de TRIS 10 mM, NaCl 15 
mM à pH 7,4 a été utilisée comme électrolyte de séparation dans toutes les expériences, 
sauf dans le cas du capillaire de Ncap où un électrolyte TRIS 50 mM, NaCl 5 mM, pH 7,4 a 
été utilisé. Le DMSO 0,1 % dans l’électrolyte de séparation a été utilisé comme marqueur 
neutre. La détection a été réalisée en UV à 200 nm. 
 
Figure 3.7 : Méthode de détermination de l’EOF selon Williams et Vigh.166 
(Schéma représentant le cas particulier de la détermination de l’EOF dans un capillaire dont la surface est 
chargé positivement.) 
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La mobilité électroosmotique (µeo) est déterminée par : 
µeo= 
LeoLt
Vprog (tmigr -  tramp-up/2 -  tramp-down/2)
 (3.1) 
où : 
# Lt : Longueur total du capillaire. 
# Vprog, tmigr : voltage et temps appliqués pendant la séparation électrophorétique  
# tramp-up, tramp-down : temps nécessaires pour que le voltage atteint soit celui programmé 
et pour le voltage revienne à zéro respectivement. 
# Leo : distance où le marqueur neutre migre grâce au flux électroosmotique. Elle est 
calculée par : 
Leo = tN3-tN2 -(tN2-tN1)
Ld
tN3 + 
tinj
2
 - tr
 (3.2) 
où  tN1, tN2, tN3 : temps de migration du marqueur neutre de la 1
ère, 2ème, 3ème 
injection respectivement. 
 Ld : longueur du capillaire jusqu’à la détection. 
tinj : temps d’injection du marqueur neutre. 
tr : temps de latence entre la fin d’une injection et le début de l’acquisition du 
signal. 
3.1.3.2. Greffage dynamique par le CTAB 
Le CTAB (bromure d’hexadécyltriméthylammonium) est un tensioactif très utilisé pour le 
recouvrement positif dynamique des capillaires de silice. Il peut être adsorbé à la surface 
sous forme monomérique, d’hemi-micelle, voire même de micelle en fonction de sa 
concentration, du pH et de la force ionique de l’électrolyte.167,168167,168 
Un capillaire de silice a été préconditionné par des rinçages successifs de 5 min à l’eau, 
NaOH 0,5 M, puis de nouveau à l’eau sous une pression de 20 psi. Un greffage dynamique a 
ensuite été réalisé par percolation d’une solution de CTAB de concentration variable dans un 
mélange TRIS 10 mM, NaCl 15 mM, pH 7,4 en appliquant une pression de 10 psi pendant 
1,5 h. La mobilité électroosmotique obtenue en fonction de la concentration du surfactant 
CTAB dans chaque condition est présentée dans la Figure 3.8.  
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Figure 3.8 : Mobilité électroosmotique en fonction de la concentration de CTAB 
Electrolyte : CTAB 0,07 mM – 2,5 mM dans un mélange TRIS 10 mM, NaCl 15 mM, pH 7,4. 
On remarque que quelle que soit la concentration de CTAB dans l’électrolyte, la surface du 
capillaire est chargée positivement, ce qui se traduit par une mobilité électroosmotique 
négative. Celle-ci augmente, en valeur absolue, pour atteindre un plateau à -(6,3 ± 0,1).10-8 
m².V-1.s-1 à partir de 0,7 mM de CTAB dans l’électrolyte. Ceci semble être en accord avec la 
formation de micelles à la surface du capillaire, comme cela a été observé par AFM par C.A. 
Lucy et coll.168 Bien que la CMC dépende de l’électrolyte utilisé, cette valeur est proche de 
celles reportées dans la bibliographie. A titre indicatif, ces valeurs sont récapitulées dans le 
tableau 3.1.  
Tableau 3.1 : Concentrations micellaires critiques (CMC) du CTAB dans différents milieux. 
Electrolyte CMC (mM) 
Eau 0,93 
10 mM H3BO3 , 10 mM Na2BO3, pH 9.0 0,75 
20 mM créatinine, 4 mM acide nicotinique ,pH 5,5 0,6169 
Phosphate 10 mM, pH 7,0 0,2167,168 
TRIS 16 mM, HCl 16 mM, pH 7,0 0,4170 
Afin de tester ce capillaire dans l’analyse des protéines, nous avons préparé une solution de 
FET 10 µM (utilisée sans traitement préalable) dans un électrolyte de TRIS 10 mM, NaCl 15 
mM à pH 7,4. L’injection a été réalisée à 0,3 psi pendant 5 s dans le capillaire de 50/60 cm x 
75 µm i.d. et la séparation à -30 kV à 25°C. Trois électrolytes de TRIS 10 mM, NaCl 15 mM à 
pH 7,4 contenant différentes concentrations de CTAB, 0,3 mM, 0,5 mM et 2,5 mM, ont été 
utilisés. Les électrophérogrammes obtenus sont présentés dans la Figure 3.9. 
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Figure 3.9 : Séparations par CE d’un échantillon de fétuine dans un capillaire modifié par greffage 
dynamique au CTAB. 
1- FET, 2- impureté. 
Échantillon: FET 10 µM dans un mélange de TRIS 10 mM, NaCl 15 mM à pH 7,4.  
Injection de marqueur neutre DMSO 0,1% 0,3 psi – 3 s, puis de l’échantillon : 0,3 psi – 5 s, Séparation : Capillaire de silice Lt/Ld 
50/60 cm x 75 µm i.d Electrolyte : CTAB 0,3 mM / 0,5 mM / 2,5 mM dans le mélange de TRIS 10 mM, NaCl 15 mM, pH 7,4, - 30 
KV, à 25°C. 
Détection : UV à 200 nm. 
Les mobilités électroosmotiques et électrophorétiques calculées dans chaque condition 
d’analyse sont présentées dans le Tableau 3.2. 
Tableau 3.2 : Mobilités électroosmotiques et électrophorétiques calculées lors des analyses de FET 10 µM 
en présence de CTAB dans l’électrolyte. 
[CTAB] (mM) µeo (m².V-1.s-1) µep FET (m².V-1.s-1) µep impureté (m².V-1.s-1) 
0,3 -(3,9 ± 0,2).10-8 (1,92 ± 0,02).10-8 (2,21 ± 0,01).10-8 
0,5 -(5,86 ± 0,07).10-8 (1,97 ± 0,01).10-8 (2,27 ± 0,01).10-8 
2,5 -(6,25 ± 0,08).10-8 (1,98 ± 0,02).10-8 (2,24 ± 0,03).10-8 
On constate, sur la Figure 3.9, que les électrophérogrammes présentent tous deux pics 
correspondant à la protéine (1) et à une impureté (2), ce qui a été confirmé par la suite par 
une purification de la protéine par SEC (voir le chromatogramme de la purification de FET en 
annexe 1). Pour ces deux composés, quelles que soient les conditions, les mobilités 
électrophorétiques calculées sont positives et indépendantes de la concentration en CTAB : 
(1,92 ± 0,02).10-8 à (1,98 ± 0,02).10-8 m².V-1.s-1 pour la FET et (2,21 ± 0,01).10-8 à (2,24 ± 
0,03).10-8 m².V-1.s-1 pour son impureté. Ceci signifie qu’il y a vraisemblablement interaction 
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par formation de paires d’ions entre la protéine, chargée négativement à pH 7,4, et le CTAB, 
chargé positivement. L’introduction de ce type d’interaction dans le procédé de séparation 
semble a priori préjudiciable au maintien des interactions protéine/uranium. De plus, aucun 
signal correspondant à l’uranium n’est détecté pendant la mise sous voltage dans les 
conditions de séparation des protéines, ni après rinçage des capillaires par l’électrolyte. Seul 
un rinçage par HNO3 1 mM conduit à l’élution de l’uranium. 
3.1.3.3. Greffage multi-couches : polybrène/ dextran sulfate/ polybrène (PB/DS/PB). 
Afin d’éviter la présence de surfactant dans l’électrolyte, qui peut interagir avec le complexe 
protéine-uranium pendant la séparation, nous avons testé un capillaire positif multi-couches 
PB/DS/PB. 
Le protocole de greffage présenté dans le Tableau 3.3 est adapté de celui décrit par 
Haselberg et al.171 Il faut noter le temps total de 160 min nécessaire à ce greffage. 
Tableau 3.3 : Protocole de greffage par PB/DS/PB, adapté de [171]. 
No Solution Pression Temps 
1 NaOH 0.5 M 10 psi 15 min 
2 Eau 10 psi 5 min 
3 Solution de PB 10% (w/v) 5 psi (50 µm i.d.) ou 4 psi (75 µm i.d.) 30 min 
4 Eau 10 psi 10 min 
5 Solution de DS 0.5% (w/v) 5 psi (50 µm i.d.) ou 4 psi (75 µm i.d.) 45 min 
6 Eau 10 psi 10 min 
7 Solution de PB 10% (w/v) 5 psi (50 µm i.d.) ou 4 psi (75 µm i.d.) 30 min 
8 Eau 10 psi 10 min 
9 BGE  10 psi 5 min 
Une mobilité électroosmotique de - (3,30 ± 0,05).10-8 m².V-1.s-1 pour le capillaire de 50 µm 
i.d. et - (4,20 ± 0,01).10-8 m².V-1.s-1 pour le capillaire de 75 µm i.d. a été mesurée. Ce 
greffage a démontré sa stabilité en ne montrant pas de modification de cette mobilité après 4 
jours de conservation du capillaire dans l’eau.  
La séparation d’un mélange de 3 protéines (TF 30 µM, FET 8 µM, OPN 8 µM) a été réalisée 
sur ce type de capillaire (Lt /Ld 50 /60 cm x 50 µm i.d.) dans l’électrolyte de TRIS 10 mM, 
NaCl 15 mM, pH 7,4 en CE-UV. L’injection a été réalisée à 0,3 psi pendant 6 s pour le 
marqueur neutre DMSO 0,1 %, puis à 1 psi pendant 6 s pour l’échantillon, la séparation sous 
un voltage de - 30 kV et la détection à 214 nm. Aucune protéine n’a été observée après 20 
min de séparation. Après 5 analyses du mélange de protéines, une inversion de l’EOF a été 
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observée, la mobilité électroosmotique mesurée étant alors de 9,8 x 10-9 m².V-1.s-1. Ceci peut 
s’expliquer soit par une disparition progressive de la couche de polybrène, soit par une 
adsorption des protéines chargées négativement sur la surface positive du capillaire.  
Un nouveau greffage du capillaire a été réalisé et utilisé pour l’analyse de la TF 30 µM, qui 
possède la charge globale la moins négative des trois protéines testées. 
L’électrophérogramme obtenu, présenté dans la figure 3.10, montre une bosse 
correspondant à la TF, qui migre après l’EOF. Ceci confirme l’adsorption des protéines sur 
ce capillaire positif, ce phénomène étant d’autant plus remarquable pour FET et OPN que 
pour TF. De plus, seul un rinçage par HNO3 1 mM conduit à l’élution de l’uranium. Suite à ce 
rinçage, la mobilité électroosmotique est inversée et prend la valeur de 10-9 m².V-1.s-1, ce qui  
montre que le greffage est détruit après rinçage par l’acide. 
 
Figure 3.10 : Séparation d’un échantillon deTF dans un capillaire multi-couche PB/DS/PB. 
Échantillon TF 30 µM dans TRIS 10 mM, NaCl 15 mM à pH 7,4.  
Injection de marqueur neutre DMSO 0,1% 0,3 psi – 6 s, puis de l’échantillon : 1 psi – 6 s. 
Séparation dans l’électrolyte : Capillaire greffé par PB/DS/PB, Lt/Ld 50/60 cm x 50 µm i.d., TRIS 10 mM, NaCl 15 mM, 
pH 7,4, - 30 KV, à 25°C. 
Détection : UV à 214 nm. 
3.1.3.4. Greffage par l’hydroxypropyl cellulose 
L’hydroxypropyl cellulose (HPC) est un dérivé de la cellulose qui possède une température 
critique inférieure de solubilité (Lower critical solution temperature, LCST) de 45°C.172 
Autrement dit, à température inférieure à 45°C, ce polymère est soluble et au-dessus de 
cette température, il devient insoluble. Plusieurs auteurs ont utilisé l’HPC pour recouvrir la 
surface des silanols du capillaire.173–176  
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Le protocole utilisé nous a été fourni par l’équipe de H. Cottet et est adapté du protocole 
développé par Shen et Smith.173,174 Une solution d’HPC 0,05 g/ml dans l’eau a été percolée 
dans le capillaire à 50 µl/h pendant 2 h à l’aide d’un pousse-seringue. Le capillaire a ensuite 
été chauffé sous courant d’azote à 2 bar selon le programme de température suivant : 60°C 
pendant 10 min, puis augmentation à 140°C avec un gradient de 5°C/min et enfin 140°C 
pendant 20 min. 
La mobilité électroosmotique obtenue, de (5 ± 2).10-10 m².V-1.s-1, montre que le taux de 
recouvrement de surface du capillaire est presque de 100 %. Par comparaison, la µeo 
calculée avec le capillaire de silice avant modification est de (6,2 ± 0,2). 10-8 m².V-1.s-1 ; la 
réduction de la µeo est donc de 99,2 %. L’absence de mobilité électroosmotique peut être 
confirmée en appliquant soit un voltage positif, soit un voltage négatif par comparaison des 
résultats obtenus. Les électrophérogrammes de la Figure 3.11 correspondent aux analyses 
réalisées sous un voltage de - 25 kV et de + 25 kV. Les résultats montrent que les trois pics 
de marqueur neutre sont parfaitement superposés, ce qui indique que la mobilité 
électroosmotique est nulle ou extrêmement faible dans ce capillaire. 
 
Figure 3.11 : Détermination de l’EOF selon la méthode de Williams et Vigh dans un capillaire recouvert 
par l’HPC, sous un voltage de - 25 kV ou de + 25 kV. 
 
Nous avons utilisé un capillaire recouvert par de l’HPC (Lt /Ld 54 /64 cm x 75 µm i.d) pour 
analyser le même mélange de 3 protéines que dans le cas précédent (TF 30 µM, FET 8 µM, 
OPN 8 µM dans l’électrolyte de TRIS 10 mM, NaCl 15 mM à pH 7,4). L’injection a été 
réalisée à 0,3 psi pendant 5 s, la séparation sous un voltage de - 30 kV assisté par une 
pression allant de 0,2 à 0,4 psi et la détection à 214 nm. Les électrophérogrammes 
correspondant à ces analyses sont présentés dans la Figure 3.12. 
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Figure 3.12 : Séparation d’un mélange de trois protéines dans un capillaire recouvert par l’HPC. 
1-OPN, 2- FET, 3- TF 
Échantillon TF 30 µM, FET 8 µM, OPN 8 µM dans TRIS 10 mM, NaCl 15 mM à pH 7,4.  
Injection de l’échantillon : 0,3 psi – 5 s.  
Séparation dans l’électrolyte : Capillaire recouvert par l’HPC, Lt/Ld 54/64 cm x 75 µm i.d.,TRIS 10 mM, NaCl 15 mM, pH 
7,4, - 30 KV + 0,2 psi/ 0,3 psi/ 0,4 psi, à 25°C. 
Détection : UV à 214 nm. 
Dans ces conditions, la résolution a été calculée selon la formule suivante : 
RS = 1,18 (t2-t1) / (ω1/2,1+ω1/2,2)    (3.3) 
où :  t1,t2 sont les temps de migration de deux pics consécutifs, 
 ω1/2,1, ω1/2,2 : les largeurs à mi-hauteur associées à ces pics, 
et est présentée dans le Tableau 3.4. 
 
Tableau 3.4 : Résolution des protéines dans le capillaire neutre d’HPC. 
Conditions de séparation Rs1,2* Rs2,3* 
- 30 kV + 0,2 psi  2,1 ± 0,1 2,49 ± 0,01 
- 30 kV + 0,3 psi  1,92 ± 0,09 2,15 ± 0,04 
- 30 kV + 0,4 psi  1,5 ± 0,1 1,6 ± 0,2 
* : n = 2. 
De façon attendue, la résolution diminue avec l’augmentation de la pression assistant le 
voltage de séparation. Nous avons obtenu une bonne séparation des protéines avec des 
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résolutions supérieures à 1,5 pour les deux couples de protéines lors de séparations sous un 
voltage de - 30 kV assisté par une pression inférieure ou égale de 0,4 psi. 
Afin de vérifier la stabilité du greffage de ce capillaire, une nouvelle détermination de la 
mobilité électroosmotique a été réalisée après les séparations. Cette dernière n’a pas été 
modifiée et la variation des temps de migration des protéines est de moins de 0,14 % pour 
l’OPN, 0,22 % pour la FET et 1,5 % pour la TF. Il ne semble donc pas y avoir d’adsorption 
des protéines dans ce capillaire. 
Cependant, ici encore on constate une sorption de l’uranium sur le capillaire qui nécessite un 
rinçage par HNO3 1 mM. 
3.1.3.5. Capillaire neutre Ncap 
Le capillaire neutre Ncap (Ld/Lt = 54/64 cm x 50 µm i.d.) a également été testé dans 
l’analyse des protéines. L’injection du mélange de trois protéines (TF 30 µM, FET 10 µM, 
OPN 10 µM dans le tampon TRIS 50 mM, NaCl 5 mM à pH 7,4) a été réalisée à 0,5 psi 
pendant 10 s, la séparation sous le voltage de - 28 kV assisté par une pression de 0,4 psi. 
L’électrophérogramme correspondant à l’analyse est présentée dans la Figure 3.13. Celui-ci 
montre une séparation de trois protéines comparable à celle obtenue dans le capillaire 
d’HPC. Cependant, après 10 analyses de protéines, on constate une apparition de mobilité 
électroosmotique (1,38.10-8 m².V-1.s-1) indiquant que le greffage a été partiellement détruit. 
Le coût de ce capillaire, associé à sa longévité modérée, nous a conduits à écarter cette 
solution. 
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Figure 3.13 : Séparation d’un mélange de trois protéines dans le capillaire N-cap. 
1-OPN, 2- FET, 3- TF. 
Échantillon TF 30 µM, FET 10 µM, OPN 10 µM dans le tampon TRIS 50 mM, NaCl 5 mM à pH 7,4.  
Injection de l’échantillon : 0,5 psi- 10 s, 
Séparation : capillaire N-cap Lt/Ld 54/64 cm x 50 µm i.d., électrolyte TRIS 50 mM, NaCl 5 mM, pH 7,4, - 28 kV + 0,4 psi, à 
25°C. 
Détection : UV à 214 nm. 
3.1.3.6. Capillaire greffé cystéine 
Dans le cas du capillaire greffé par la cystéine (L = 43 cm), le capillaire étant très fragile, 
nous avons uniquement testé l’adsorption de l’uranium par injection directe à l’aide d’un 
pousse-seringue et détection par ICP/MS. L’injection de l’uranium a été réalisée à un débit 
de 18 µl/h pendant 1 min, puis le rinçage a été effectué par le tampon à ce même débit. 
Après 60 min, aucun signal correspondant à l’uranium n’a été détecté, vraisemblablement en 
raison de la sorption de celui-ci sur le capillaire. 
3.1.3.7. Comparaison des capillaires vis-à-vis de la sorption de l’uranium 
Le Tableau 3.5 résume l’ensemble de ces résultats en termes de mobilité électroosmotique, 
d’adsorption et de stabilité du greffage. Les résultats montrent qu’aucun des capillaires 
testés ne permet d’éliminer la sorption de l’uranium. Même pour les capillaires présentant un 
taux de recouvrement de presque 100 % et pour les capillaires (dont la charge de surface 
est positive), on constate que l’uranium ne peut être élué en l’absence d’acide. 
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Tableau 3.5 : Tableau récapitulatif des différents greffages du capillaire. 
nd : non déterminée, * : l’expérience n’a pas été réalisée à cause de l’instabilité du greffage, ** : l’expérience n’a pas été réalisée à cause de la fragilité du 
capillaire. 
Capillaire 
Type de greffage 
µeo  (m².V-1.s-1) 
Adsorption  
Stabilité du greffage/revêtement 
de l’uranium des protéines 
Silice µeo = (6,2 ± 0,2). 10
-8 
Oui. L’Ulibre ne sort qu’après 
un rinçage acide. 
Pas d’adsorption pour TF et FET. OPN 
semble être affectée par le phénomène 
d’adsorption. 
- 
CTAB 
Greffage dynamique  
µeo = - (6,3 ± 0,1). 10
-8  
Oui. L’Ulibre ne sort qu’après 
un rinçage acide. 
Non. Electrophérogrammes 
reproductibles.  
Greffage dynamique, nécessité de 
reconditionner le capillaire avant chaque 
analyse et de conserver le CTAB dans 
l’électrolyte pendant la séparation (risque 
d’interaction avec les analytes).  
PB/DS/PB 
Greffage multi-couche  
µeo = - (4,20 ± 0,01). 
10-8 
Oui. L’Ulibre ne sort qu’après 
un rinçage acide. 
Oui. Les protéines (FET, OPN) ne sortent 
pas du capillaire, le pic de TF migre sous 
la forme d’une bosse. 
Greffage détruit par le rinçage par l’acide 
nitrique. 
Ncap Greffage neutre nd* Non. Electrophérogrammes 
reproductibles. 
Greffage détruit partiellement après 10 
analyses de protéines, la mobilité 
électroosmotique est passée à 1,38.10-8 
m².V-1.s-1.,
Cystéine 
Greffage de type 
« zwitterion »!
Oui. L’Ulibre ne sort qu’après 
un rinçage acide. 
nd** 
Capillaire très fragile. Greffage détruit par 
le rinçage à l’acide.  
HPC 
Greffage thermique 
µeo = (5 ± 2). 10-10 
Oui. L’Ulibre ne sort qu’après 
un rinçage acide. 
Non. Electrophérogrammes 
reproductibles et pas de modification de 
la µeo par adsorption des protéines. 
Greffage très stable (> 180 rinçages à 
l’acide)  
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Par la suite, nous avons donc choisi de travailler avec les capillaires de silice et ceux d’HPC 
compte tenu de leur facilité de manipulation et de leur stabilité même après rinçage par 
l’acide. Toutefois, ces capillaires n’inhibent pas totalement la sorption de l’uranium. En 
conséquence, nous avons donc choisi d’introduire une étape de lavage acide à la fin de 
chaque analyse et utilisé l’acide HNO3 1 mM pour éluer l’uranium sorbé dans le capillaire. 
Afin de vérifier l’efficacité d’un tel rinçage, après analyse d’échantillons contenant de 
l’uranium, nous avons injecté des blancs contenant uniquement l’électrolyte (TRIS 10 mM, 
NaCl 15 mM, pH 7,4) puis procédé à une séparation – 30 kV + 0,3 psi pendant 10 min, un 
rinçage par l’électrolyte de 5 psi pendant 2 min et puis un rinçage par l’acide sous 5 psi 
pendant 3 min dans le capillaire neutre d’HPC (64 cm x 75 µm i.d.). 
L’électrophérogramme dans la Figure 3.14 montre la présence d’un pic d’uranium 
systématiquement élué avec l’acide. Afin d’estimer la concentration de cet uranium résiduel, 
celui-ci a été quantifié par rapport de la surface totale de l’U dans l’échantillon de complexe 
de forte affinité FET-U dans le même milieu (10 µM FET : 1 µM U, incubé à 37°C pendant 2 
h). Ceci conduit à une concentration de 7,8 nM (RSD = 3,7 %, n = 3). Il faut toutefois noter 
que cette concentration est relativement faible et conduit pour un échantillon de 
concentration initiale en uranium de 1 µM, à une perte au cours de rinçage de 0,78%. 
 
 
Figure 3.14 : Analyse d’un blanc (électrolyte seul) en couplage CE-ICP/MS. 
Injection d’électrolyte : 0,5 psi – 5 s, séparation : capillaire d’HPC 64 cm x 75 µm i.d., électrolyte TRIS 10 mM, NaCl 15 mM, pH 
7,4, -30 kV + 0,3 psi, à 25°C. Détection : ICP/MS à m/z = 238. 
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3.2. Influence des conditions de voltage et de pression sur la 
dissociation des complexes protéine-U 
Le temps de migration est un facteur important qui peut jouer sur la dissociation des 
complexes protéine-uranium si la cinétique de dissociation est plus rapide ou du même ordre 
de grandeur que le temps d’analyse. En effet, toute étape de séparation induit des conditions 
de déséquilibre qui peuvent conduire à la dissociation des complexes. 
Sonke et Salters ont proposé une estimation de la stabilité de ces complexes pendant la 
séparation, à partir des temps de demi-vie.177 Celui-ci est fonction de la constante de stabilité 
de ces complexes et de la vitesse d’échange d’eau des métaux. Dans la bibliographie, la 
constante cinétique associée à cet échange d’eau pour l’uranium ou les complexes uranium-
ligand est comprise entre 105 s-1 et 1,3. 106 s-1.178–180 La Figure 3.15 représente les droites 
correspondant à différents temps de demi-vie de ces complexes, représentatifs des temps 
de séparation classiquement rencontrés dans le couplage CE-ICP/MS. 
 
Figure 3.15 : Courbe présentant les temps de demi-vie des complexes U-ligand, adapté de [177]. 
   zone concernant l’uranium 
Cette figure permet de prédire les zones de stabilité des complexes avec l’uranium, pour des 
temps de demi-vie choisis dans la gamme de temps d’analyse. Ainsi, pour des temps 
d’analyse de 20 min, on aura : 
- des complexes pour lesquels la dissociation est négligeable, pour des log b supérieurs à 
9,5, 
- des complexes qu’on ne pourra pas détecter pour des log b inférieurs à 8, 
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- une zone intermédiaire comprise entre ces deux valeurs où l’on détectera des 
complexes dont la concentration sera affectée par la dissociation. 
Cependant, ces mêmes auteurs montrent que dans le cas de macrocycles polydentes, cette 
dissociation était vraisemblablement plus lente car ces macrocycles et leurs complexes 
métalliques possèdent des mobilités électrophorétiques presque identiques et migrent de ce 
fait dans la même zone. Ceci est également le cas du système protéine/uranium. Il apparaît 
néanmoins intéressant de chercher à limiter le temps d’analyse pour accéder à des 
complexes moins stables. En électrophorèse capillaire, pour des conditions d’électrolyte 
identiques, la réduction du temps de migration peut être réalisée de trois façons différentes : 
(i) en diminuant la longueur du capillaire, (ii) en augmentant le champ électrique ou (iii) en 
appliquant une pression qui s’additionnera au voltage durant la séparation sous voltage.  
Compte tenu des contraintes technologiques liées aux appareils dont nous disposons, la 
longueur minimale de capillaire utilisable est de 64 cm. En conséquence, nous avons opté 
pour cette longueur dans la suite de ce chapitre. Nous avons donc évalué l’influence du 
temps de migration sur le complexe FET-U en faisant varier soit le voltage, soit  la pression 
ajoutée au cours de la séparation. Dans tous les cas, un compromis entre temps d’analyse 
et pouvoir résolutif est nécessaire pour séparer les complexes protéine-uranium. 
3.2.1. Influence du voltage 
L’application d’un voltage entraîne une dissociation des complexes induite par la différence 
de mobilité électrophorétique entre le complexe, l’uranium et la protéine. Cependant, 
l’augmentation du voltage de séparation induit également un temps d’analyse plus court qui 
minimise le temps de dissociation des complexes. Il est donc intéressant d’étudier l’influence 
de ce paramètre sur la dissociation des complexes protéine-uranium. 
L’influence du voltage de séparation sur la dissociation du complexe FET-U a été étudiée 
dans un capillaire de silice. Pour cela, un échantillon de FET 10 µM et U 1 µM à pH 7,4 dans 
une solution de TRIS 10 mM, NaCl 15 mM, incubé à 37°C pendant 2 h a été utilisé pour 
cette étude. L’injection a été réalisée dans un capillaire de silice (64 cm x 75 µm i.d.) à 0,5 
psi pendant 5 s. Le voltage compris entre 10 kV à 30 kV (n = 2 pour chaque condition) a été 
appliqué lors de la séparation, ce qui conduit à des temps de migration du complexe allant 
de 4,5 min à 13 min. 
Les électrophérogrammes correspondant à ces analyses sont présentés sur la Figure 3.16 et 
le pourcentage du complexe FET-U dans chaque condition d’analyse est présenté dans la 
Figure 3.17. 
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Figure 3.16 : Electrophorégrammes d’analyse du complexe FET-U en fonction du voltage de séparation. 
Échantillon: FET 10 µM et U 1 µM dans un milieu TRIS 10 mM, NaCl 15 mM à pH 7,4, incubé à 37°C / 2 h. 
Injection 0,5 psi – 5 s.  
Séparation : capillaire de silice 64 cm x 75 µm i.d., électrolyte : TRIS 10 mM, NaCl 15 mM, pH 7,4, voltage : 10 - 30 KV, à 25°C.  
Détection : ICP/MS à m/z = 238. Liquide additionnel : HNO3 1 mM. 
 
  
Figure 3.17 : Pourcentage de FET-U en fonction du temps de migration modifié par changement du 
voltage. 
 
Les résultats indiquent que, dans la gamme de temps de migration étudiée (jusqu’à 14 min 
de séparation), il n’y a pas de phénomène de dissociation considérable du complexe FET-U. 
En effet, le pourcentage de complexe FET-U est de (95 ± 4) % (n = 8), quel que soit le 
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voltage de séparation. Ceci indique que la séparation sous l’effet du champ électrique 
n’influence pas la dissociation du complexe. Ceci peut s’expliquer par deux raisons:  
- FET possède une forte affinité pour l’uranium (voir chapitre 4), elle est donc située dans 
la zone de stabilité des complexes, compte-tenu de son temps de demi-vie estimé 
(présenté dans la Figure 3.13). 
- la présence d’un excès de FET libre migrant dans la même zone que le complexe, 
permettant donc de minimiser la dissociation éventuelle. 
On remarque cependant que les variations du pourcentage de complexe sont plus 
importantes quand le temps de migration est élevé. 
Ceci montre que les conditions d’analyse en CE sont très douces, donc compatibles avec le 
maintien de complexes non-covalents, plus labiles que les autres espèces 
organométalliques. Toutefois cette affirmation n’est valable que pour des complexes 
possédant des constantes d’affinités relativement élevées et une mobilité électrophorétique 
identique à celle de l’entité libre. 
3.2.2. Influence de la pression. 
Le deuxième moyen d’accélérer la séparation est d’appliquer une pression additionnelle au 
voltage pendant la séparation. L’application d’une pression est souvent incontournable 
lorsqu’on utilise des capillaires neutres. En effet, en l’absence de mobilité électroosmotique, 
les protéines migrent très lentement du fait de leur faible mobilité électrophorétique (de 
l’ordre de 10-9 m².V-1.s-1 à pH 7,4). Contrairement à la séparation sous voltage, l’application 
d’une pression conduit au déplacement de tous les analytes dans le même sens. Le 
phénomène de dissociation du complexe est donc lié ici à l’élargissement des pics, dû à 
l’écoulement de Poiseuille, qui engendre une dispersion supplémentaire des pics. De plus, la 
pression induit une diminution de la résolution de pics dans la séparation d’un mélange 
d’analytes. 
Pour étudier l’influence de la pression de séparation sur le maintien des complexes 
d’uranium, nous avons utilisé le complexe FET-U en évaluant la dispersion de pic due à la 
pression.  
Pour cela, un échantillon identique au précédent : FET 10 µM et U 1 µM à pH 7,4 dans une 
solution de TRIS 10 mM, NaCl 15 mM à pH 7,4, a été incubé à 37°C pendant 4 h avant 
d’être analysé dans un capillaire neutre d’HPC (64 cm x 75 µm i.d.). L’injection a été réalisée 
à 0,5 psi pendant 5 s. La séparation a été réalisée sous un voltage de – 30 kV assisté par 
pression variant de 0,3 psi à 1 psi. 
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La Figure 3.18 représente les électrophérogrammes des analyses obtenus.  
 
 
 
 
 
 
 
Figure 3.18 : Influence du temps de migration sur 
la dissociation du complexe FET-U dans le 
capillaire neutre d’HPC. 
Échantillon : FET 10 µM et U 1 µM dans TRIS 10 mM, NaCl 
15 mM à pH 7,4, incubé à 37°C / 2 h. 
Injection 0,5 psi – 5 s 
Séparation : capillaire neutre d’HPC 64 cm x 75 µm i.d., 
électrolyte : Tris 10 mM, NaCl 15 mM, pH 7,4, ( - 30 KV + 
0,3 – 1 psi) à 25°C. 
Détection : ICP/MS à m/z = 238. Liquide additionnel : TRIS 
5 mM à pH 7,4 
 
On observe en ICP/MS un pic correspondant au complexe FET-U à différents temps de 
migration (allant de 3,5 min à 8,1 min) et un pic correspondant à l’uranium sorbé. Plus le 
temps de migration augmente, plus le pic de FET-U en ICP/MS est large et faible en hauteur. 
La dispersion en volume de pic FET-U en ICP/MS, calculée dans chaque condition, est 
présentée dans le Tableau 3.6. 
Tableau 3.6 : Dispersion des pics FET-U en ICP/MS dans chaque condition d’analyse de la figure 3.16. 
Pression 1 psi 0,7 psi 0,5 psi 0,3 psi 
tm (min) 3,5 ± 0,1 4,6 ± 0,1 6,0 ± 0,1 8,1 ± 0,3 
Dispersion en volume (σV
2, nl2) 36703 31286 26453 28339 
On constate que pour de fortes pressions, plus la pression est importante, plus le temps est 
court, plus il y a de la dispersion. Ceci semble dû à un effet Poiseuille dans le capillaire induit 
par la pression. Cependant, à 0,3 psi, on constate une augmentation de dispersion qui 
pourrait s’expliquer par un effet prépondérant de la diffusion moléculaire des composés 
(protéine/complexe) pour les temps de migrations les plus élevés. 
La Figure 3.19 représente le pourcentage du complexe FET-U en fonction du temps de 
migration correspondant à ces analyses dans le capillaire neutre. On remarque que les 
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variations sur le pourcentage du complexe sont plus importantes quand la pression est plus 
importante. Compte tenu de cette incertitude, on constate que le pourcentage de FET-U 
reste identique (95 ± 2, n = 11), quel que soit le temps de migration. Ceci démontre 
qu’aucune dissociation supplémentaire du complexe FET-U ne semble avoir lieu lorsque la 
pression varie. 
 
Figure 3.19 : Influence du temps de migration, modulé par la pression de séparation, sur le pourcentage 
de complexe FET-U dans un capillaire neutre d’HPC. 
 
3.3. Influence des conditions de séparation sur la répartition de 
l’uranium 
3.3.1. Répartition de l’uranium en fonction du pH 
Nous avons étudié l’influence du pH de l’électrolyte sur la distribution de l’uranium. Le but de 
cette étude était d’évaluer la possibilité de travailler avec un électrolyte basique, afin de 
s’éloigner de la zone de pH où le maximum de sorption a été observé. D’un point de vue 
analytique ceci présente également l’avantage d’opérer dans une gamme de pH où la 
mobilité électroosmotique est stable. Ceci n’est toutefois possible que si la modification du 
pH de l’électrolyte n’induit pas de modification de la distribution de l’uranium ou une 
modification contrôlée. 
Trois protéines, annoncées comme cibles potentielles de l’uranium dans la bibliographie 
(fétuine (FET), transferrine (TF) et ostéopontine (OPN)) ont été choisies pour évaluer ce 
phénomène. Une description détaillée de ces trois protéines est présentée dans le chapitre 1. 
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Un mélange de TF 32 µM, FET 8 µM, OPN 8 µM a été réalisé dans TRIS 10 mM, NaCl 15 
mM à pH 7,4 proche du pH physiologique puis incubé en présence d’U 1 µM à 37°C pendant 
4 h, à l’aide d’un thermomixer Effendorf. L’échantillon a ensuite été analysé en couplage CE-
ICP/MS avec trois électrolytes différents : TRIS 10 mM, NaCl 15 mM à pH 7,4 et à pH 8,0 et 
borate de sodium 15 mM, NaCl 5 mM à pH 9,2. Pour ce faire, un capillaire de silice 64 cm x 
75 µm i.d. a été utilisé. Après injection de l’échantilllon à 0,5 psi pendant 5 s, la séparation a 
été réalisée à 25 kV et 25°C en présence des différents électrolytes. Après migration de la 
dernière protéine, le capillaire a été rincé d’abord par l’électrolyte (5 psi pendant 2 min) pour 
éluer d’éventuelles espèces migrant tardivement, puis par une solution d’acide nitrique 1 mM 
(5 psi pendant 3 min) pour éluer l’uranium sorbé. La détection ICP/MS a été réalisée à m/z = 
238 pour détecter uniquement les espèces contenant de l’uranium.  
Pour chaque électrolyte, la répartition de l’uranyle entre les différentes espèces a été 
calculée de la façon suivante :  
% Uespèce i = 
A espèce i
A espèce j
n
j=0
 (3.4) 
où A espèce,i représente la surface du pic mesurée en ICP/MS à m/z = 238, pour chaque forme 
d’uranium. 
La Figure 3.20 représente la répartition de l’uranium dans le mélange en fonction du pH de 
l’électrolyte utilisé pour la séparation. 
 
Figure 3.20 : Influence du pH de l’électrolyte de séparation sur la répartition de l’uranium  
Échantillon: TF 32 µM, FET 8 µM, OPN 8 µM à pH 7,4, incubé en présence d’U 1µM à 37°C / 4 h. 
Injection 0,5 psi – 5 s. 
Séparation : capillaire de silice 64 cm x 75 µm i.d., séparation dans le tampon : TRIS 10 mM, NaCl 15 mM, (pH 7,4, et pH 
8), Borate 15 mM, NaCl 5 mM (pH 9,2), 25 kV à 25°C. 
Détection : ICP/MS à m/z = 238. 
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On remarque que le pH de l’électrolyte influence fortement la répartition de l’uranium. 
D’une part, il affecte fortement le pourcentage d’uranium lié aux protéines. En effet, à pH 7,4, 
l’uranium est complexé par les protéines FET et OPN à plus de 85 %, l’uranium restant étant 
sorbé sur le capillaire. Quand le pH de l’électrolyte augmente de 7,4 à 9,2, la sorption de 
l’uranium augmente considérablement au détriment des complexes FET-U et OPN-U qui, 
eux, diminuent fortement. Ceci est vraisemblablement dû à l’augmentation du taux de 
silanols de surface qui entrent en compétition avec les protéines pour la complexation de 
l’uranium. 
D’autre part, les variations de pH affectent la répartition de l’uranium entre les protéines. 
Chaque protéine adopte un comportement différent et l’optimum de complexation de l’U se 
situe à un pH différent pour chacune d’entre elles. Ainsi, dans la gamme de pH étudiée, une 
augmentation du pH conduit systématiquement à une diminution du complexe OPN-U dans 
le mélange : Celui-ci diminue de (43 ± 1) % à pH 7,4 à (6,4 ± 0,2) % à pH 8, puis n’est plus 
observé dans l’électrophérogramme réalisé à pH 9,2. Quant au complexe FET-U, il 
augmente légèrement quand le pH augmente jusqu’à pH 8, de (44 ± 1) % à (52 ± 2) %, puis 
diminue, de façon analogue au complexe OPN-U, pour atteindre (4,2 ± 0,1) % à pH 9,2. A 
contrario, il faut noter l’apparition progressive d’un complexe TF-U de pH 8,0 à pH 9,2, de 
(0,4 ± 0,2) % à (23,7 ± 0,8) %. Ces résultats pourraient refléter la contribution de plusieurs 
phénomènes en compétition : 
- la formation d’espèces hydroxylées de l’uranium (Figure 3.1) due à l’augmentation du 
pH, 
- une affinité apparente de certaines protéines pour l’uranium, exacerbée par 
l’augmentation de ce même pH. Dans le cas de TF et FET, on peut penser que 
l’augmentation du pH va conduire à une augmentation du nombre de sites disponibles 
pour la complexation de l’uranium (diminution de la concentration en H3O
+). De plus 
dans le cas de la TF, le carbonate est connu pour jouer le rôle d’anion synergique. En 
absence de carbonate ajouté, la complexation sera donc réalisée à des valeurs de pH 
plus importantes. Ceci a notamment été démontré dans le cas de la formation de 
complexes TF-Cm.181 Par contre, dans le cas de l’OPN, on peut vraisemblablement faire 
l’hypothèse d’une complexation de l’uranium par les groupements phosphate, dont 
l’ionisation est peu affectée par ce changement de pH. 
- une sorption préférentielle de certains complexes sur les silanols, dont le taux augmente 
avec le pH. Bien qu’à notre connaissance aucune étude ne relate la sorption d’OPN sur 
la silice, son adhérence à de nombreux supports a été publiée.182 Sur une surface 
négative, celle-ci pourrait être médiée par la complexation avec l’uranium.!
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Une étude réalisée par Lavoie et al.183 sur des cellules de l’algue Chlamydomonas reinhardtii 
a également souligné la complexité des effets de pH sur l’internalisation de l’uranium. Ainsi, 
ces auteurs ont constaté une augmentation de l’uranium lié à la surface des cellules lorsque 
le pH varie de 5 à 7. Cependant, ils ont attribué la plus grande sensibilité des cellules à 
l’uranium intracellulaire observée à pH 5 à une plus grande complexation de l’uranium avec 
les protéines et enzymes cytosoliques à ce pH. 
En conclusion, quelles que soient les hypothèses, il apparaît que des variations de pH vont 
avoir des effets diverses sur les protéines, qui nécessiteraient une compréhension préalable 
du mode de complexation de celles-ci afin de les appréhender. Pour conserver la distribution 
de l’U, la première condition sera donc d’imposer un pH de l’électrolyte proche de celui de 
l’échantillon et donc, dans notre cas, de travailler avec un électrolyte de séparation dont le 
pH est voisin de 7,4.  
3.3.2. Influence de la force ionique des électrolytes  
Comme nous venons de le voir, le choix du pH n’est pas sans conséquence sur la 
distribution de l’uranium. Nous avons donc choisi un pH d’électrolyte de 7,4 et étudié 
l’influence de la force ionique sur cette distribution. Dans ce but, un mélange identique de TF 
32 µM, FET 8 µM, OPN 8 µM et d’U 1 µM en solution dans un milieu TRIS 50 mM, NaCl 5 
mM à pH 7,4 a été analysé, dans différents électrolytes en faisant varier soit la concentration 
en NaCl (5-35 mM), soit la concentration en TRIS (10 - 50 mM). Les autres conditions 
d’analyse sont identiques à celles utilisées dans le cas précédent. La Figure 3.21 représente 
les électrophérogrammes correspondant à ces analyses. 
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Figure 3.21 : Influence de la composition de l’électrolyte sur la séparation de trois protéines en présence 
d’uranium. 
Échantillon: TF 32 µM, FET 8 µM, OPN 8 µM dans TRIS 50 mM, NaCl 5 mM, à pH 7,4 incubé en présence d’U 1 µM  
à 37°C / 4 h. 
Injection 0,5 psi – 5 s. 
Séparation : capillaire de silice 64 cm x 75 µm i.d., Electrolyte (a-c): TRIS 50 mM/ 20 mM/ 10 mM respectivement et NaCl 5 mM 
à pH 7,4, (d-f) : TRIS 10 mM et NaCl 25 mM/ 15 mM/ 5 mM respectivement à pH 7,4, 25 kV à 25°C.  
Détection : ICP/MS à m/z = 238. 
De façon attendue, plus la force ionique augmente, plus le temps de migration des espèces 
augmente car la mobilité électroosmotique diminue. La Figure 3.22 montre la répartition de 
l’U en fonction des différents électrolytes utilisés.  
  
Figure 3.22 : Influence de la force ionique de l’électrolyte de séparation sur la répartition de l’uranium. 
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Comme nous l’avons vu précédemment, à ce pH, seules FET et OPN complexent l’uranium. 
La répartition entre ces deux protéines reste identique quelle que soit la force ionique : aux 
alentours de (52 ± 2) : (48 ± 2). Ceci semble démontrer que TRIS et NaCl n’altèrent pas la 
distribution de l’uranium parmi les protéines et que la dissociation de ces deux complexes 
est similaire. On constate que plus le temps de migration augmente, plus les complexes se 
dissocient, ce qui se traduit par une augmentation de l’U sorbé sur le capillaire. Toutefois, 
cette dissociation ne peut être attribuée à des effets cinétiques, comme nous l’avons vu dans 
le paragraphe 3.2. Ainsi, Pathak et Choppin184 ont montré une influence de la force ionique 
sur la sorption de l’uranium réalisée en batch à pH 2,6 sur des gels de silice. Une 
augmentation de l’adsorption de l’uranium a été démontrée quand la force ionique du milieu 
augmente, contrairement à ce qui est observé dans le cas d’Eu3+ où la compétition des ions 
Na+ pour les sites de l’adsorption entre en jeu. Cependant, aucune explication n’a été 
proposée. Il faut également noter qu’une concentration en TRIS de 50 mM semble avoir un 
effet dissociant non négligeable, ne nous permettant pas d’exclure une interaction TRIS/U. 
Nous avons donc choisi de travailler avec un électrolyte TRIS 10 mM, NaCl 15 mM à pH 7,4 
de force ionique modérée qui permet des séparations rapides (moins de 15 min) tout en 
maintenant des concentrations suffisantes en sel pour conserver à la fois l’intégrité des 
protéines et une bonne capacité tampon de l’électrolyte pour le TRIS. 
3.3.3. Influence de la nature du capillaire 
Nous avons choisi de comparer la répartition de l’uranium obtenue en utilisant les deux 
capillaires retenus dans le paragraphe : silice et HPC. 
3.3.3.1. Détermination des conditions de séparation 
Dans un premier temps, les conditions de séparation ont été déterminées. Pour le capillaire 
de silice, en l’absence d’influence du voltage sur la dissociation, un voltage maximal (dont la 
chaleur produite par effet Joule peut cependant être dissipée) a été utilisé. Pour le capillaire 
recouvert par HPC, l’influence de la pression ajoutée au voltage de séparation sur la 
résolution des complexes de l’uranium dans le mélange de protéines a été étudiée. Un 
échantillon contenant TF 32 µM, FET 8 µM et fOPN 13,5 µM et dans le TRIS 10 mM, NaCl 
15 mM à pH 7,4, a été incubé à 37°C pendant 4 h en présence d’U 1 µM. La séparation a 
ensuite été réalisée dans un capillaire neutre (HPC) sous un voltage de - 30 kV en présence 
d’une pression additionnelle variant de 0,1 à 0,4 psi. La Figure 3.23 représente les 
électrophérogrammes des analyses en CE-ICP/MS La résolution entre les deux complexes 
est présentée dans le Tableau 3.7. 
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Figure 3.23 : Séparations du mélange TF, FET, OPN en présence de l’uranium dans un capillaire d’HPC. 
1 OPN-U, 2 FET-U, 3 TF-U -, 4 Usorbé 
Échantillon: TF 32 µM, FET 8 µM, OPN 13,5 µM et U 1 µM dans TRIS 10 mM, NaCl 15 mM à pH 7,4, incubé à 37°C / 4 h 
Injection 0,5 psi – 5 s. 
Séparation : capillaire neutre d’HPC 64 cm x 75 µm i.d., électrolyte : TRIS 10 mM, NaCl 15 mM, pH 7,4, ( - 30 KV + 0,1 – 0,4 
psi) à 25°C. 
Détection : ICP/MS à m/z = 238. Liquide additionnel : TRIS 5 mM à pH 7,4. 
 
 
Tableau 3.7 : Résolution du couple FET-U/ OPN-U en fonction de la pression assistant le voltage de 
séparation. 
Conditions de séparation 
- 30 kV  
0,1 psi 0,2 psi 0,3 psi 0,4 psi 
Rs FET-U/OPN-U 1,76 1,71 1,42 1,24 
En accord avec la théorie, plus la pression ajoutée est importante, plus on gagne en temps 
d’analyse mais plus on perd en résolution (1,76 avec une séparation de -30 kV + 0,1 psi et 
1,24 avec une séparation de -30 kV + 0,4 psi). En comparant avec les résolutions obtenues 
en CE-UV, celles-ci sont légèrement plus faibles malgré une plus grande longueur effective 
du capillaire de séparation (64 cm contre 54 cm). Ceci peut s’expliquer par un volume 
d’injection de l’échantillon plus important en couplage CE-ICP/MS qu’en CE-UV (cf chapitre 
2). Cependant, on note que sous un voltage de - 30 kV assisté par une pression allant 
jusqu’à de 0,2 psi, une bonne séparation des complexes protéine-uranium est obtenue  
(Rs > 1,5). 
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Dans chaque condition, le pourcentage d’uranium correspondant à chaque complexe 
protéine-uranium a été calculé suivant l’équation (3.4) et les résultats sont présentés sur la 
Figure 3.24. On constate que le pourcentage des complexes ne varie pas de façon 
considérable en changeant la pression appliquée : (28 ± 2) % pour FET-U et (67 ± 2) % pour 
OPN-U. 
 
Figure 3.24 : Influence du temps de migration sur le maintien des complexes protéine-U. 
Par ailleurs, il faut noter qu’à partir de 0,2 psi de pression ajoutée dans la séparation, un très 
faible pourcentage de complexe TF-U (1,5 ± 0,1) % est observé dans le mélange (Figure 
3.23), ce qui n’est pas le cas pour le capillaire de silice. Ceci pourrait s’expliquer par une plus 
faible affinité de la TF vis-à-vis de l’uranium que celles de FET et de OPN, mais aussi par : 
- la dissociation du complexe pendant la séparation. En effet, la courbe de temps de 
demi-vie de complexe ligand-uranium dans la Figure 3.15 montre que si un ligand a une 
constante d’affinité avec l’uranium telle que log b inférieur à 8, les variations de temps de 
migration occasionnées par le changement de la pression assistant le voltage pourraient 
influencer la quantité de complexe observée. 
- la dispersion du complexe pendant la séparation. Plus le temps de migration augmente, 
plus la dispersion par diffusion est élevée, ce qui conduit à la dilution de l’analyte jusqu’à 
la détection. Les complexes seront donc invisibles à la détection ICP/MS (au-dessous 
des limites de détection, environ 10 nM) pour les temps de migration importants. 
- l’absence ou la diminution du taux de silanols dans le capillaire d’HPC. Les silanols 
présents en quantité très importante participent à la compétition avec TF dans la 
complexation de l’uranium dans le capillaire de silice où TF-U n’a pas été observé, alors 
même avec son temps de migration plus court. 
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Nous avons donc choisi de travailler à -30 kV + 0,2 psi pour ce type d’échantillon afin de 
minimiser le temps d’analyse tout en conservant une bonne résolution de séparation (Rs = 
1,71). 
3.3.3.2. Comparaison des deux capillaires : silice et HPC 
Nous avons donc comparé la répartition de l’uranium sur un capillaire de silice et sur un 
capillaire neutre recouvert d’hydroxypropylcellulose. Pour cela, un échantillon des trois 
protéines identique au précédent (TF, FET et OPN en présence d’uranium 1 µM) a été 
utilisé. L’injection a été réalisée à 0,5 psi pendant 5 s. La séparation a été réalisée à 25 kV 
dans le capillaire de silice et à un voltage de - 30 kV assisté par une pression de 0,2 psi dans 
le capillaire neutre d’HPC. La détection en ICP/MS a été réalisée à m/z 238 (1 s/point) pour 
l’uranium et m/z = 56 (2 s/point) pour le fer en ajoutant un débit d’hélium de 4,3 ml/min dans 
la cellule de collision. Les électrophérogrammes obtenus sont présentés dans la Figure 3.25. 
  
Figure 3.25 : Séparation du mélange de protéines avec l’uranium dans le capillaire de silice (à gauche) et 
dans le capillaire neutre d’HPC (à droite).  
Pic correspondant à : 1- TF, 2-FET, 3- OPN, 4- espèce éluée lors du rinçage par l’électrolyte,  
5- espèce éluée lors du rinçage par acide. 
Échantillon: TF 32 µM, FET 8 µM, OPN 13,5 µM et U 1 µM dans TRIS 10 mM, NaCl 15 mM à pH 7,4, incubé à 37°C / 4 h. 
Injection 0,5 psi – 5 s. 
Séparation : capillaire de silice 64 cm x 75 µm i.d, + 25 kV (à gauche), capillaire neutre d’HPC 64 cm x 75 µm i.d., - 30 KV + 0,2 
psi (à droite), électrolyte : TRIS 10 mM, NaCl 15 mM, pH 7,4, à 25°C. 
Détection : ICP/MS à m/z = 56 et 238, mode de collision He : DHe = 4,3 ml/min. Liquide additionnel : TRIS 5 mM à pH 7,4. 
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On remarque que le temps de migration de l’OPN passe de 10 min dans le capillaire de silice 
à 6 min dans le capillaire neutre alors que celui de la FET passe, lui, de 7 min à 7,5 min. 
Contrairement à ce qui a été montré dans la Figure 3.21, le complexe TF-U n’a pas été 
observé dans l’électrophérogramme réalisé dans le capillaire d’HPC car l’utilisation de la 
collision en ICP/MS conduit à une augmentation des limites de détection. 
Pour chaque capillaire, le pourcentage des espèces en uranium correspondant à ces 
analyses a été calculé suivant l’équation (3.4) et les résultats sont présentés dans la Figure 
3.26. 
 
Figure 3.26 : Comparaison des distributions de l’uranium obtenues par analyses dans un capillaire de 
silice et dans un capillaire neutre d’HPC. 
Une faible diminution de l’U sorbé (de 6 ± 1 % à 1,1 ± 0,2 %) est observée sur le capillaire 
d’HPC mais pas une inhibition totale. Bien que les 2 protéines cibles de l’uranium soient 
toujours les mêmes, FET et OPN, la répartition de l’uranium entre ces deux protéines est 
altérée. Si la proportion d’uranium complexé à FET reste pratiquement identique : (36 ± 2) % 
dans le capillaire de silice et (32 ± 1) % dans le capillaire HPC, celle d’uranium complexé à 
OPN varie d’environ 10 %: (56 ± 1) % dans le capillaire de silice et (67 ± 1) % dans le 
capillaire HPC. Ceci pourrait s’expliquer en faisant l’hypothèse d’une sorption préférentielle 
des complexes OPN-U sur les silanols. La diminution de ces derniers par recouvrement par 
l’HPC conduit donc à une diminution du pourcentage d’uranium sorbé au profit de celui 
d’OPN-U.  
En conclusion, la répartition de l’uranium semble donc affectée par la nature du capillaire 
mais le couplage permet néanmoins de fournir une première image de cette répartition. Il 
faut également noter sur ces électrophérogrammes, la présence de fer dans la TF, ce qui est 
attendu, mais aussi dans l’OPN. 
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3.4. Reproductibilité de la méthode d’analyse 
La reproductibilité des analyses a été vérifiée sur un mélange de trois protéines TF 32 µM, 
FET 8 µM et fOPN 8 µM en présence d’uranium 1 µM dans TRIS 10 mM, NaCl 15 mM, pH à 
7,4. Le mélange a été injecté à 0,5 psi pendant 5 s. La séparation a été réalisée dans un 
capillaire de silice (64 cm, 75 µm i.d.) sur trois jours différents à raison d’au moins trois 
analyses par jour à 25 kV. L’électrolyte de séparation et l’acide nitrique utilisé pour éluer 
l’uranium sorbé ont été renouvelés à chaque analyse. Grâce aux possibilités de détection 
multi-élémentaire de ICP/MS, les signaux obtenus à m/z = 238 (1 s/point) et m/z = 31  
(2 s/point) ont été enregistrés simultanément. La détection de 31P permet à la fois de repérer 
le pic correspondant à l’OPN et de mesurer la mobilité électrophorétique. Cette dernière a 
été déterminée grâce à l’injection de TBP 0,01 % dans DMSO 2 % (0,3 psi pendant 3 s), 
utilisé comme marqueur neutre. Pour le capillaire recouvert par l’HPC, un mélange de trois 
protéines TF 32 µM, FET 8 µM et fOPN 13,5 µM en présence d’uranium 1 µM dans TRIS 10 
mM, NaCl 15 mM, pH à 7,4 a été analysé sous un voltage de - 30 kV assisté par une 
pression de 0,2 psi. Toutes les autres conditions sont identiques à celles utilisées avec le 
capillaire de silice. 
La Figure 3.27 illustre les séparations obtenues pour ce mélange. La détection de l’uranium 
confirme l’absence de complexe TF-U et la présence de deux complexes FET-U et OPN-U 
qui contiennent respectivement (54 ± 1) % et (37 ± 1) % de l’uranium total ainsi que celle 
d’uranium non complexé par les protéines. Les répétabilités intra-jour et inter-jour en mobilité 
électrophorétique ainsi qu’en pourcentage d’uranium (équation 3.4) ont été calculées et sont 
récapitulées dans le Tableau 3.8. Les résultats montrent que les variations sur trois jours 
sont inférieures à 3 % pour les pourcentages d’uranium complexé aux protéines et de 4 % 
dans le cas des mobilités électrophorétiques dans le capillaire de silice. Quant au capillaire 
d’HPC (Figure 3.28 et Tableau 3.8), les variations des pourcentages d’uranium sont 
inférieures à 3 % et celles des temps de migration inférieures à 2 %. Ceci démontre la bonne 
reproductibilité des analyses des complexes protéine-uranium en couplage CE-ICP/MS. 
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Figure 3.27 : Séparations du mélange de trois protéines TF, FET et OPN en présence d’uranium dans un 
capillaire de silice. 
1- FET-U, 2-OPN-U, 3-Usorbé. 
Échantillon: TF 32 µM, FET 8 µM, fOPN 8 µM et U 1 µM à pH 7,4, incubé à 37°C / 4 h.  
Injection : TBP 0,01 % dans DMSO 2 % à 0,3 psi – 3 s, puis échantillon à 0,5 psi – 5 s. 
Séparation : capillaire de silice 64 cm x 75 µm i.d., électrolyte TRIS 10 mM, NaCl 15 mM, pH 7,4, 25 kV à 25°C, Détection : 
ICP/MS à m/z = 238 et 31. 
 
 
Figure 3.28 : Séparations du mélange de trois protéines TF, FET et OPN en présence d’uranium dans un 
capillaire recouvert d’HPC. 
1- OPN-U, 2- FET-U, 3- TF-U, 4- Usorbé. 
Échantillon: TF 32 µM, FET 8 µM, fOPN 13,5 µM et U 1 µM à pH 7,4, incubé à 37°C / 4 h.  
Injection : 0,5 psi – 5 s. 
Séparation : capillaire d'HPC 64 cm x 75 µm i.d., électrolyte TRIS 10 mM, NaCl 15 mM, pH 7,4, - 30 kV + 0,2 psi à 25°C, 
Détection : ICP/MS à m/z = 238 et 31. 
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Tableau 3.8 : Reproductibilité des analyses du mélange protéines-uranium dans le capillaire de silice et dans le capillaire recouvert par l’HPC. 
Echantillon : TF 32 µM, FET 8 µM, OPN 8 µM et U 1 µM à pH 7,4 pour le capillaire de silice  
et TF 32 µM, FET 8 µM, fOPN 13,5 µM et U 1 µM à pH 7,4 pour le capillaire recouvert par l’HPC. 
Conditions d’analyses détaillées dans les Figures 3.27 et 3.28.  
Capillaire de silice Capillaire d’HPC 
 Jour 1 Jour 2 Jour 3 
Moyenne sur 3 jours n = 2 
n 4 3 3 
Espèces 
Surface 
(%) 
µep 
(10-8  m2V-1s-1) 
Surface 
(%) 
µep 
(10-8  m2V-1s-1) 
Surface 
(%) 
µep 
(10-8  m2V-1s-1) 
Surface 
(%) 
µep 
(10-8  m2V-1s-1) 
Surface 
(%) 
t (min) 
FET-U 54,3 ± 0,1 -1,52 ± 0,04 51,9 ± 0,7 -1,53 ± 0,04 54,1 ± 0,1 -1,52 ± 0,01 54 ± 1 -1,52 ± 0,05 31,9 ± 0,9 7,7 ± 0,1 
OPN-U 37,9 ± 0,2 -2,39 ± 0,05 37,9 ± 0,4 -2,46 ± 0,05 36,6 ± 0,7 -2,46 ± 0,05 37 ± 1 -2,41 ± 0,06 67 ± 1 5,9 ± 0,1 
Ulibre 7,8 ± 0,2 -* 10,3 ± 0,3 -* 9,2 ± 0,6 -* 9 ± 2 -* 1,1 ± 0,2 -* 
* : la mobilité électrophorétique n’est pas mesurable car l’U est élué par l’acide nitrique en rinçage.  
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3.5. Conclusion 
L’élaboration d’une méthode permettant l’analyse de complexes protéine-U reste une 
problématique complexe. 
D’un point de vue théorique, l’augmentation du temps de migration (en faisant varier soit le 
voltage, soit la pression) est susceptible d’affecter le maintien des complexes protéine-
uranium. En première approximation, des calculs basés sur la constante d’échange de l’eau 
de la sphère d’hydratation de l’uranium montrent que l’analyse de ces composés n’est 
applicable que si les complexes ont une constante d’affinité supérieure à 109,5 M-1. Des 
précautions supplémentaires sont nécessaires lors de l’analyse de complexes dont les 
constantes sont comprises entre 108 et 109,5 M-1.  
Dans notre cas, aucune variation significative du pourcentage d’uranium complexé à FET n’a 
été observée, vraisemblablement en raison de la forte affinité de cette protéine. Cependant, 
l’importance de ce paramètre pourrait revêtir toute son importance pour les protéines ayant 
une faible affinité. Des études supplémentaires doivent être entreprises pour confirmer cette 
hypothèse. 
La détermination de conditions de séparation permettant de refléter au mieux la distribution 
de l’uranium dans les échantillons est soumise à de nombreuses exigences : 
- d’une part, le pH de l’électrolyte doit être choisi proche de celui de l’échantillon, 
- d’autre part, l’existence inévitable d’équilibres secondaires (comme la sorption de 
l’uranium), ne doit pas affecter préférentiellement certains complexes. Ainsi, s’il semble 
possible de travailler dans un capillaire de silice pour certaines protéines, les complexes 
OPN-U semblent être sorbés préférentiellement sur les silanols et un recours à un 
capillaire HPC est alors nécessaire. 
La distribution de l’uranium dans un mélange de protéines sera préférentiellement établie en 
présence d’un excès de protéine. Nous avons choisi de travailler avec l’électrolyte de TRIS 
10 mM, NaCl 15 mM à pH 7,4 dans le capillaire de silice ou recouvert par HPC. Les 
conditions de séparation choisies sont un voltage de 25 kV dans le capillaire de silice et de -
30 kV assisté par une pression de 0,2 psi dans le capillaire d’HPC. L’uranium sorbé sur le 
capillaire a été élué par un rinçage par HNO3 1 mM à 5 psi en fin de séparation. Avec ces 
deux jeux de conditions, les erreurs relatives sur les surfaces de pic et sur les mobilités 
électrophorétiques sont inférieures à 4 %, démontrant ainsi la reproducbilité d’un tel 
couplage.
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Chapitre 4. Étude de cibles protéiques 
de l’uranium 
L’obtention de données thermodynamiques fiables décrivant les interactions protéine-
uranium fait actuellement l’objet de nombreuses publications. Les méthodes 
spectroscopiques (UV, fluorescence, dichroïsme circulaire) ont démontré tout leur intérêt 
dans ce domaine. Cependant, les volumes d’échantillons nécessaires (de l’ordre de 
plusieurs dizaines de µl) limitent ces études à des protéines disponibles en quantités 
importantes. De plus, les temps d’analyse ne sont généralement pas envisageables pour des 
études systématiques. Récemment, Averseng et al.49 ont développé une méthode basée sur 
une reconnaissance de l’uranium libre par un anticorps et sa détection en SPR qui permet de 
réduire considérablement les temps d’analyse. Elle a de ce fait été appliquée avec succès à 
l’étude de l’affinité pour l’uranium d’une quinzaine de protéines sériques. 
Dans son format électrophorèse capillaire d’affinité, l’électrophorèse capillaire est une 
technique qui connaît un grand succès dans la mesure des constantes de stabilité, compte 
tenu des faibles volumes d’échantillons requis et de son automatisation. Elle a été appliquée 
à de nombreux systèmes : métal/ligand, métal/biomolécule, protéine/médicament. 
Cependant, dans l’étude qui nous intéresse, elle apparaît peu applicable. En effet, dans une 
configuration où les différences de mobilité électrophorétique entre métal et complexe 
métallique seraient mises à profit, la consommation de protéine deviendrait trop importante. 
Dans la configuration inverse, nous avons montré que protéine et complexe métallique 
possèdent des mobilités électrophorétiques similaires voire identiques. 
L’objectif du chapitre est donc d’envisager l’utilisation du couplage CE-ICP/MS dans ce 
domaine et de l’appliquer aux études de trois protéines cibles potentielles de l’uranium : la 
fétuine-A (FET), la tranferrine (TF) et l’ostéopontine (OPN). Dans un premier temps, nous 
avons étudié l’interaction de l’uranium avec chacune de ces protéines prises 
individuellement. Dans le cas de l’OPN, une part importante de ce travail concerne la 
purification de cette protéine qui est détaillée dans l’annexe 2. Nous avons ensuite réalisé 
des études compétitives entre différentes protéines et petites molécules afin de comparer 
leur affinité avec l’uranium et valider ainsi la méthode par couplage CE-ICP/MS. 
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4.1. Protocole expérimental de détermination de l’affinité des 
protéines par CE-ICP/MS. 
Compte tenu des études réalisées dans les chapitres précédents, les séparations ont été 
réalisées soit dans des capillaires de silice fondue, soit dans des capillaires recouverts par 
de l’HPC. En l’absence de mention supplémentaire dans les paragraphes suivants, les 
séparations ont été réalisées dans les conditions suivantes : 
- Les échantillons ont été injectés à 0,5 psi pendant 5 s. 
- Dans les capillaires de silice (64 cm x 75 µm i.d.), les séparations ont été réalisées en 
présence d’un électrolyte composé de TRIS 10 mM, NaCl 15 mM, pH 7,4 à 25 kV et 
25°C. Dans les capillaires neutres (64 cm x 75 µm i.d.), les séparations sont réalisées 
en présence de ce même électrolyte mais à - 30 kV avec une pression de 0,2 psi et 
25°C. 
- La détection a été réalisée en UV à 10 cm, pour détecter les protéines, et en ICP/MS à 
64 cm à m/z = 238 pour détecter les espèces contenant l’uranium, à laquelle on a 
adjoint soit une détection  à m/z = 56 pour le fer, soit une détection à m/z = 31 pour le 
phosphore. Dans le cas de la détection simultanée du fer, la cellule de collision à 
l’hélium (4,3 ml/min) a été activée afin d’éliminer les interférences à m/z = 56 dues à la 
présence d’ions polyatomiques : 40Ar16O+, 40Ca16O+ et 40Ar15N1H+. Dans le cas de la 
détection du phosphore, elle a été désactivée pour ne pas détériorer la limite de 
détection.  
- L’interface avec l’ICP/MS a été décrite dans le chapitre 2. Lors de l’utilisation des 
capillaires de silice, le liquide additionnel est constitué d’HNO3 1mM, avec les capillaires 
neutres, il a été remplacé par du TRIS 5 mM, pH 7,4. 
 
4.2. Etude de l’affinité de l’uranium pour des protéines 
individuelles 
4.2.1. Interaction entre transferrine (TF) et uranium 
4.2.1.1. Quantification du Fe dans la TF 
La transferrine humaine est commercialisée par Sigma-Aldrich sous trois formes : 
apotransferrine (ATF), transferrine partiellement saturée et holotransferrine (HTF). Pour 
contrôler la concentration en Fe dans chaque lot de protéine, nous avons réalisé une 
quantification de ce dernier par ICP/MS.  
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Pour cela, les trois protéines ont chacune été dissoutes dans une solution de TRIS 10 mM, 
NaCl 15 mM, pH 7,4 à partir des protéines commercialisées pour atteindre la concentration 
de 50 µM pour l’holotransferrine et 100 µM pour les deux autres. Les solutions de protéines 
ont été filtrées à 0,45 µm avant utilisation. La concentration des protéines a été calculée à 
partir de leur absorbance UV à 280 nm avec un coefficient d’extinction massique ε(l.g
-1
.cm
-1
) = 
1,106. Les protéines ont ensuite diluées dans l’acide nitrique 1 mM avant l’analyse en 
ICP/MS. La courbe d’étalonnage du Fe a été réalisée à partir de solutions standards de 10 à 
100 µg/l dans HNO3 1 mM à m/z = 54 et m/z = 56 (R
2 = 0,9999 et 0,9998 respectivement) en 
mode de collision par l’hélium (4,3 ml/min). 
Les résultats sont présentés dans le Tableau 4.1. Ceux-ci confirment l’absence de fer dans 
« l’apotransferrine », l’occupation d’un tiers des sites dans «la transferrine » et la quasi-
saturation de l’ensemble des sites dans « l’holotransferrine ». 
Tableau 4.1 : Quantification par ICP/MS du fer présent dans les différentes transferrines commercialisées. 
Protéine(  [Fe] / [Protéine](
Apotransferrine (ATF)( 0,075 ± 0,007(
Transferrine ( 0,68 ± 0,01(
Holotransferrine (HTF)( 1,80 ± 0,05(
Afin de représenter au mieux la TF présente dans le sérum, nous avons donc choisi de 
travailler avec la transferrine dont les sites de fer sont partiellement occupés. Cette protéine 
a été utilisée sans aucune purification préalable à l’exception d’une dialyse à 10 kDa dans un 
milieu identique au milieu de dissolution à 4°C pendant une nuit. 
4.2.1.2. Interaction TF – uranium  
Une étude de l’interaction entre la transferrine et l’uranium a été réalisée par incubation de 
32 µM de TF en présence de 1 µM d’U dans une solution de TRIS 10 mM, NaCl 15 mM, pH 
7,4 à 37°C, à l’aide d’un thermomixer EppendorfTM avec une agitation de 500 rpm, pendant 4 
h, temps déterminé comme suffisant pour atteindre l’équilibre par des essais préalables. 
Montavon et al.41 ont quant à eux utilisé un temps d’équilibre de 20 min à température 
ambiante (23 ± 2) °C, Michon et al.43 un temps de 1 h à (22 ± 1) °C et Hémadi et al.99 un 
temps de 1 h pour la formation du complexe mononucléaire 1U-TF (site du C-lobe) et de 5 h 
pour celle du complexe binucléaire 2U-TF à (25 ± 0,5) °C. L’analyse du mélange a été 
réalisée dans un capillaire de silice (64 cm x 75 µm i.d.) La détection a été réalisée en UV à 
214 nm à 10 cm de l’extrémité du capillaire pour détecter la protéine (Figure 4.1 a) et en 
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ICP/MS à m/z = 238 pour l’U et 56 pour le Fe, à 64 cm, pour détecter le complexe TF-U 
(Figure 4.1 b).  
A l’exception du pic correspondant à l’uranium sorbé élué en fin de séparation, on constate 
la présence d’un second pic d’uranium migrant à 7,2 min. Ce pic correspond à une/des 
espèce(s) qui contient(nent) la protéine, puisque le temps de migration théorique de celle-ci 
à 64 cm a été calculé à partir des données UV comme étant de 7,1 min. De plus, grâce à la 
détection multi-élémentaire, on constate la présence de fer à ce même temps de migration. 
Ceci nous permet de conclure sans ambiguïté à la formation d’un complexe TF-U. Dans les 
conditions où le rapport de TF : U est de 32, la TF fixe 35,7 % de l’uranium, soit avec 
l’apotransferrine, soit par échange avec le cation ferrique, soit par formation d’un complexe 
binucléaire. Toutefois, il n’est pas possible de privilégier une de ces hypothèses par rapport 
aux autres au seul examen de ces données. Il est à noter que deux pics supplémentaires 
contenant du fer sont obtenus par rinçage post-séparation avec l’électrolyte (pic 2) et avec 
HNO3 1 mM (pic 3), qui pourraient correspondre à une espèce très négative du fer et au fer 
sorbé respectivement. Il est à noter que ces pics apparaissent lors de chaque analyse de TF, 
même en l’absence de formation d’un complexe avec un autre métal (cf Chapitre 5). 
 
Figure 4.1 : Analyse du complexe TF – U en CE-ICP/MS.(
1- TF-U ; 2- Fe élué par rinçage à l’électrolyte, 3-Usorbé et Fesorbé élués par rinçage avec HNO3.(
Échantillon: TF 32 µM, U 1 µM dans TRIS 10 mM, NaCl 15 mM, à pH 7,4 incubé 37°C / 4 h. 
Injection : 0,5 psi – 5 s.  
Séparation : capillaire de silice 64 cm x 75 µm i.d. électrolyte : TRIS 10 mM, NaCl 15 mM, pH 7,4, 25 kV à 25°C.  
Détection : UV à 214 nm (a), ICP/MS à m/z = 238 ; 56 (b). Liquide additionnel : HNO3 1 mM. 
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4.2.2. Interaction entre fétuine-A (FET) et uranium 
La fétuine commercialisée par Sigma-Aldrich nécessite une purification afin de recueillir 
uniquement la fraction correspondant à la fétuine A. Cette étape est détaillée en Annexe 1. 
4.2.2.1. Détermination des conditions d’équilibre 
Préalablement à toute expérience, nous avons déterminé le temps nécessaire pour atteindre 
l’équilibre de formation du complexe FET-U. Pour ce faire, des échantillons de FET 11 µM et 
d’uranium 0,15 µM en présence de bicarbonate 100 µM à pH 7,4 ont été incubés à 
température ambiante et à 37°C, pendant différents temps d’incubation. Les résultats 
présentés dans la Figure 4.2 représentent la variation du pourcentage de complexe en 
fonction du temps d’incubation. 
 
 
 
 
 
Figure 4.2 : Cinétique de formation du complexe FET-U. 
(a) Séparation des différents mélanges d’incubation par CE-ICP/MS, (b) Pourcentage de complexe formé 
en fonction du temps d’incubation. 1- FET-U, 2- Usorbé. 
Échantillon: FET 11 µM, U 0,15 µM et HCO3
- 100 µM dans TRIS 50 mM, NaCl 5 mM, pH 7,4, incubé pendant différents temps 
d’incubation. 
Injection : 0,5 psi – 12 s.  
Séparation : capillaire de silice 85 cm x 75 µm i.d., électrolyte TRIS 50 mM, NaCl 5 mM, pH 7,4, 28 kV + 0,5 psi, à 25°C. 
Détection : ICP/MS à m/z = 238. Liquide additionnel : HNO3 1 mM. 
 
On constate qu’à température ambiante, il est nécessaire de procéder à 2 h 30 d’incubation 
pour être à l’équilibre et voir le pourcentage de complexe atteindre un plateau. Une 
accélération de la cinétique par augmentation de la température d’incubation à 37°C permet 
0 5 10 15 20
0 min
Temps (min)
500 CPS
238U
40 min
1 h 15
1 h 30
2
1
temps d'incubation
2 h 30
b
a 
Chapitre 4 : Etude de cibles protéiques de l’uranium 
 
 
106 
d’atteindre l’équilibre en 1 h 15 min. Pour la suite de nos études, nous avons donc choisi des 
conditions d’incubation à 37°C pendant 2 h. 
4.2.2.2. Capacité de fixation d’uranium de la FET 
Afin d’étudier la capacité de fixation d’uranium de la FET, différents aliquots contenant 8 µM 
FET ont été incubés en présence de concentrations variables en U (0,2 – 16 µM) dans une 
solution TRIS 10 mM, NaCl 15 mM, pH 7,4 à 37°C pendant 2 h. Les échantillons ont été 
analysés avec un capillaire neutre d’HPC (64 cm x 75 µm i.d). 
La Figure 4.3 présente les électrophérogrammes obtenus pour des échantillons présentant 
différentes concentrations en U ainsi que les concentrations en FET-U et U sorbé en fonction 
de la concentration initiale en U. 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 4.3 : Influence de la concentration initiale en uranium sur la formation du complexe FET-U. 
(a) Séparation CE-ICP/MS des différents mélanges d’incubation, (b) concentration des espèces d’U. 
1- FET-U, 2- Usorbé.  
Échantillons: FET 8 µM et U à différentes concentrations à pH 7,4, incubés à 37°C / 2 h.  
Injection : 0,5 psi – 5 s.  
Séparation : capillaire neutre d’HPC 64 cm x 75 µm i.d,, électrolyte : TRIS 10 mM, NaCl 15 mM, pH 7,4, - 30 kV + 0,2 psi à 25°C. 
Détection : ICP/MS à m/z = 238. Liquide additionnel : TRIS 5 mM, pH 7,4. 
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On constate que jusqu’à 8 µM d’U, une augmentation de la concentration initiale en uranium 
conduit à une augmentation du complexe FET-U en solution. Cette formation est quasi-
quantitative, indiquant la forte affinité de FET pour U. Cependant, à partir de 8 µM d’uranium 
(où le rapport [FET]0 : [U]0 = 1 : 1), la concentration en complexe reste identique et seul l’U 
sorbé augmente, indiquant soit la saturation des sites de la FET présentant une affinité pour 
l’uranium et donc, une stoechiométrie 1 :1 des complexes formés, soit la présence de sites 
labiles supplémentaires qui ne pourraient être vus en CE-ICP/MS compte-tenu de la 
dissociation. 
4.2.3. Interaction entre ostéopontine (OPN) et uranium 
L’ostéopontine bovine (OPN) Lacprodan®OPN-10 a été fournie par Arla Foods Ingredients, 
Aarhus, Danemark. Selon les informations transmises par cette société, l’échantillon contient 
15 % d’OPN entière (eOPN) et 85 % de son fragment le plus grand (fOPN). La présence de 
plusieurs fragments dans l’échantillon d’OPN nous a conduits à envisager son instabilité in 
vitro. Ainsi, la purification de cette protéine ainsi que l’étude de sa stabilité ont été réalisées 
et sont décrites en annexe 2. 
4.2.3.1. Affinité des différentes « formes » de l’OPN pour l’uranium 
L’affinité pour l’uranium de l’OPN et de ses produits de dégradation a été étudiée. L’eOPN, 
l’eOPN décongélée, la fOPN et la fraction P4 (voir Figure A2.1, Annexe2) ont été incubées 
37°C / 2 h en présence d’U (8 : 1) dans TRIS 10 mM, NaCl 15 mM, pH 7,4. Ces échantillons 
ont été analysés dans un capillaire de silice vierge. Le TBP 0,01 % dans le DMSO 2 % a 
utilisé comme marqueur neutre pour mesurer l’EOF.  
La Figure 4.4 représente les électrophorégrammes obtenus pour les différents composés 
issus de la purification de l’OPN en présence d’uranium. Les mobilités électrophorétiques 
calculées pour eOPN-U, fOPN-U et P4-U sont de (-2,47 ± 0,07).10-8 m2V-1s-1, (-2,43 ± 
0,03).10-8 m2V-1s-1 et (-2,92 ± 0,07).10-8 m2V-1s-1 respectivement. Ceci montre une co-
migration de eOPN et fOPN et indique qu’on ne pourra pas détecter ce clivage dans ces 
conditions. La présence de 31P confirme que eOPN et fOPN (Figure 4.4 a, b et c) sont 
hyperphosphorylés tandis que la fraction P4 n’est que peu ou pas phosphorylée (Figure 4.4 
d). Les pourcentages de complexes présentés dans le Tableau 4.2 montrent que les 
protéines eOPN et fOPN présentent une affinité comparable pour l’uranium (les 
pourcentages des deux complexes protéine-uranium étant de (82,1 ± 0,9) % et (86,8 ± 0,9) 
% respectivement), plus importante que celle de la fraction P4 (18 ± 1) %. Dans l’échantillon 
d’eOPN décongelée, on note la présence d’une impureté qui fixe (10,2 ± 0,3) % de l’uranium 
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(Figure 4.4 b). Ceci confirme la dégradation de cette protéine après une conservation à -
20°C pendant 2 ans.  
    a 
  
      b 
 
     
    c 
 
    
    d 
 
Figure 4.4 : Electrophorégrammes des différentes « formes » de l’OPN en présence de l’uranium. 
1- eOPN-U, 2-composé issu de la dégradation de l’eOPN congelée-U, 3- fOPN-U, 4- OPN P4-U, 5-Usorbé. 
Échantillons: eOPN 8 µM (a), eOPN décongelée 8 µM (b), fOPN 8 µM (c), fraction P4 8 µM (d) en présence de l’U 1 µM dans 
un mélange TRIS 10 mM et NaCl 15 mM, pH 7,4 incubés 37°C / 2 h. 
Injection : marqueur neutre TPB 0,01 % dans le DMSO 2% 0,3 psi – 3 s, échantillon 0,5 psi – 5 s.  
Séparation : capillaire de silice 64 cm x 75 µm i.d, électrolyte : TRIS 10 mM, NaCl 15 mM, pH 7,4, 25 kV à 25°C. 
Détection : ICP/MS à m/z = 31 et 238. Liquide additionnel : HNO3 1 mM. 
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Tableau 4.2 : Répartition de l’uranium pour les différentes formes de l’OPN.  
Echantillons  % Prot-U % Sous-produit-U % Usorbé 
eOPN 8 µM, U 1 µM  82,1 ± 0,9 - 17,9 ± 0,9  
eOPN décongelée 8 µM, U 1 µM 72 ± 3 10,2 ± 0,3  18 ± 2  
fOPN 8 µM, U 1 µM 86,8 ± 0,9 - 13,2 ± 0,9  
OPN P4 8 µM, U 1 µM 18 ± 1 - 82 ± 1  
En conclusion, eOPN apparaît comme une protéine instable. Même si nous avons montré 
qu’elle résiste aux conditions d’incubation, sa conservation est difficile. Cependant, fOPN 
possède de nombreuses similitudes avec eOPN. En particulier, il possède la plupart des 
phosphorylations présentes dans la protéine entière (23 ± 1 pour fOPN et 25 ± 1 pour eOPN, 
Tableau 4.3 présenté dans les pages suivantes) et une très forte affinité pour l’uranium, 
comparable à celle d’eOPN. Pour la suite de nos études, fOPN a donc été utilisé en raison 
de sa stabilité. 
4.2.3.2. Impact des phosphorylations de l’OPN  
Afin d’étudier l’impact de la phosphorylation de l’OPN sur son affinité avec l’uranium, l’OPN 
et son fragment principal ont été déphosphorylés à l’aide de la protéine Lamda phosphatase 
(Lamda PPase 100000 U, Biolabs). Avant utilisation, l’enzyme a été diluée par 2 dans le 
tampon préconisé par le distributeur (NEbuffer, MnCl2). Elle a été ajoutée à la protéine 
(eOPN ou fOPN dans TRIS 50 mM, NaCl 150 mM, pH 7,4) à raison de 10 U d’enzyme / nmol 
phosphate présent dans la protéine et le mélange a été incubé à 37°C pendant 30 min. Un 
nouvel ajout de 5 U d’enzyme / nM phosphate a ensuite été réalisé, suivi d’une nouvelle 
incubation à 37°C pendant 15 min. 
Les protéines déphosphorylées ont été purifiées par SEC. Les conditions ont été décrites 
préalablement dans l’annexe 2. Le chromatogramme obtenu est présenté dans la Figure 4.5. 
Pour des volumes d’élution compris entre 7,9 ml et 9,4 ml, des fractions de 0,5 ml ont été 
collectées et concentrées par centrifugation avec un filtre de cut-off à 10 kDa, puis 
conservées au congélateur à - 20°C. 
Chapitre 4 : Etude de cibles protéiques de l’uranium 
 
 
110 
0 3 6 9 12 15
0
100
200
300
400
500
PPase
A
b
s 
(m
A
U
)
Volume (ml)
dP-fOPN
 
Figure 4.5 : Chromatogramme de la purification de fOPN déphosphorylé par SEC. 
Conditions chromatographiques : Injection : 150 µl, colonne : SEC-3 (7,8 mm i.d. x 30 cm, 3 µm). 
Tampon d’élution : TRIS 50 mM, NaCl 150 mM à pH 7,4, débit : 1 ml/min.  
Détection : UV à 280 nm. 
 
Le taux de phosphorylation des OPNs a été mesuré par quantification du phosphore en 
ICP/MS. Des essais préalables ont montré une précipitation des solutions concentrées 
d’OPN dans HNO3 1mM. Les protéines ont donc été minéralisées dans un mélange d’acide 
nitrique ultra-pur et de peroxyde d’hydrogène (100 µl solution de protéine : 300 µl HNO3: 200 
µl H2O2) à 76°C pendant la nuit avant analyse. Après minéralisation, les échantillons ont été 
dilués dans HNO3 1mM avant l’analyse en ICP-MS. Une courbe d’étalonnage du phosphore 
dans une gamme allant de 20 µg/l à 150 µg/l a été réalisée dans HNO3 1mM (R
2 = 0,9999). 
Les résultats dans le Tableau 4.3 montrent que l’eOPN possède 25 phosphorylations, ce qui 
est en accord avec les études précédentes,119,127 et que le fragment porte la majorité de ces 
phosphorylations (23 ± 1 contre 25 ± 1 phosphorylations). De plus, même si la 
déphosphorylation n’est pas totale, elle est efficace car le nombre de phosphorylations a 
fortement diminué : de (25 ± 1) à (5 ± 1) pour l’eOPN et de (23 ± 1) à (6,8 ± 0,4) pour le 
fOPN. 
Tableau 4.3 : Phosphorylations des OPNs mesurées en ICP/MS. 
Protéine eOPN fOPN dP-eOPN dP-fOPN 
Phosphore/Protéine 25 ± 1 23 ± 1 5 ± 1 6,8 ± 0,4 
Les OPNs déphosphorylées ont été utilisées pour étudier l’impact de la phosphorylation sur 
l’affinité de l’OPN pour l’uranium. Des mélanges de dP-fOPN et U (8 :1) et dP-eOPN et U 
(20 :1) ont été réalisés dans une solution de TRIS 10 mM, NaCl 15 mM, à pH 7,4 et incubés 
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à 37°C pendant 2 h. Les échantillons ont ensuite été analysés en CE-ICP/MS. L’analyse du 
complexe dP-fOPN-U a été réalisée dans un capillaire neutre d’HPC et celle du complexe 
dP-eOPN dans un capillaire de silice à 25 kV.  
Les électrophérogrammes de la Figure 4.6 représentent l’analyse des complexes formés 
entre dP-fOPN (a)/ dP-eOPN (b) et l’uranium. L’absence de signal de phosphore dans les 
deux électrophorégrammes confirme la diminution du nombre de phosphorylations dans les 
protéines. Pour les deux mélanges, les pics correspondant aux complexes sont beaucoup 
plus larges que ceux de leurs homologues phosphorylés et semblent dédoublés, ce qui 
semble indiquer une déphosphorylation inhomogène. 
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Figure 4.6 : Analyse des complexes dP-fOPN-U (a) et dP-eOPN-U (b) par CE-ICP/MS. 
1-dP-fOPN-U, 2-dP-eOPN-U, 3- Usorbé . 
Échantillons: (a) : dP-fOPN 8 µM / (b) dP-eOPN 20 µM en présence de l’U 1 µM dans TRIS 10 mM, NaCl 15 mM, pH 7,4 
incubés 37°C / 2 h.  
Injection : 0,5 psi – 5 s. 
Séparation : a) : capillaire neutre d’HPC, -30 kV + 0,2 psi à 25°C, (b) capillaire de silice, 25 kV à 25°C, électrolyte TRIS 10 mM, 
NaCl 15 mM, pH 7,4.  
Détection : ICP/MS à m/z = 31 et 238. Liquide additionnel : (a) HNO3 1 mM ; (b) TRIS 5 mM à pH 7,4. 
La distribution de l’uranium calculée dans les échantillons est récapitulée dans le Tableau 
4.4. En présence d’une concentration de 8 µM, dP-fOPN contient (77 ± 1) % de l’U alors que 
le fragment non déphosphorylé contient (86,8 ± 0,9) % de l’U dans les mêmes conditions. 
Ceci dénote une diminution de l’affinité avec la réduction du nombre de phosphorylations 
mais celle-ci reste néanmoins faible. En revanche, aucune affinité pour l’U de dP-eOPN n’a 
été observée dans ces conditions et une augmentation de la concentration à 20 µM a été 
nécessaire pour observer une complexation de (12 ± 2) % de l’U par celle-ci. Ceci démontre 
dans ce cas une influence remarquable des phosphorylations dans le cas de l’eOPN. Même 
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si nous n’avons encore aucune explication à proposer pour ce phénomène, il est intéressant 
de noter que Qi et al.86 ont observé une tendance identique et une diminution de l’affinité 
pour l’uranium après la déphosphorylation de 60 à 100 fois pour eOPN et 10 à 15 fois pour 
fOPN. 
Tableau 4.4 : Répartition de l’uranium dans les formes déphosphorylées de l’OPN. 
Echantillons  % Prot-U % Usorbé 
dP-eOPN 20 µM, U 1 µM (12 ± 2) % (88 ± 2) % 
dP-fOPN 8 µM, U 1 µM (77 ± 1) % (23 ± 1) % 
4.2.3.3. Capacité de fixation d’uranium de fOPN 
Afin d’étudier la capacité de fixation d’uranium de fOPN, des solutions de fOPN 13,5 µM 
dans TRIS 10 mM, NaCl 15 mM à pH 7,4, ont été incubées à 37°C pendant 2 h en présence 
de concentrations croissantes d’uranium (0,2 µM à 16 µM). Les analyses ont été réalisées 
dans des conditions identiques à celles décrites dans le paragraphe 4.2.2.2. Dans ce cas, 
l’utilisation d’un capillaire neutre est incontournable, afin de s’affranchir de la sorption 
présumée de l’OPN. 
La Figure 4.7 représente les électrophérogrammes obtenus pour ces différents mélanges 
ainsi que les concentrations en uranium libre et lié à la protéine. 
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Figure 4.7 : Analyse des complexes entre fOPN et uranium par CE-ICP/MS (gauche) et courbe 
représentant les concentrations des espèces en uranium des différentes espèces dans chaque condition 
(droite). 
1- fOPN-U, 2- Usorbé. 
Échantillons: fOPN 13,5 µM et U 0,2 – 16 µM dans TRIS 10 mM, NaCl 150 mM à pH 7,4, incubés à 37°C / 2 h. 
Injection : 0,5 psi – 5 s.  
Séparation : capillaire neutre d’HPC 64 cm x 75 µm i.d., électrolyte TRIS 10 mM, NaCl 15 mM, pH 7,4, - 30 kV + 0,2 psi à 25°C. 
Détection : ICP/MS à m/z = 238. Liquide additionnel : TRIS 5 mM, pH 7,4. 
 
Ces résultats montrent que sur toute la gamme de concentration, la concentration en 
uranium complexé par fOPN augmente de façon linéaire avec la concentration en uranium 
total, et ce avec une pente voisine de 1. Cependant, contrairement à FET, on n’observe pas 
de saturation des sites lorsque la concentration en uranium atteint celle de la protéine. Ceci 
démontre que cette protéine a plusieurs sites de forte affinité pour l’uranium, ce qui en 
accord avec l’étude de Qi et al.86 
 
4.3. Effet des carbonates sur la formation des complexes 
d’uranyle avec les protéines sériques 
Le sang contient 20 – 25 mM de carbonate total dont la forme majoritaire est le bicarbonate 
(HCO3
-). Plusieurs études démontrent la complexation entre l’uranium et le carbonate.185–187 
Le Tableau 4.5 récapitule les constantes d’équilibre impliquant l’uranium et le carbonate en 
solution aqueuse. 
0 5 10 15
0
20000
40000
60000
80000
100000
120000
140000
2
1
16
8
5
3
2
1,5
1
23
8 U
 (
C
P
S
)
Temps (min)
0,2
[U] (mM)
0
2
4
6
8
10
12
14
16
0 5 10 15 20
[U
] 
(µ
M
) 
[U]total (µM) 
OPN-U
U sorbé
Chapitre 4 : Etude de cibles protéiques de l’uranium 
 
 
114 
Tableau 4.5 : Constantes d’équilibre impliquant l’uranium et le carbonate en solution aqueuse. 
 
log K  
(Force ionique = 0) 
Référence 
UO2
2+ + H2O  UO2(OH)
+ + H+   -5.25 [188] 
UO2
2+ + 2 H2O  UO2
2+(OH)2 + 2 H
+ -12.15 [188] 
UO2
2+ + 3 H2O  UO2(OH)3
- + 3 H+ -20.25 [188] 
UO2
2+ + CO3
2-  UO2(CO3)    9.94 [
188] 
UO2
2+ + 2 CO3
2-  UO2(CO3)2
2-  16.61 [188] 
UO2
2+ + 3 CO3
2-  UO2(CO3)3
4-  21.84 [188] 
2 UO2
2+ + CO3
2- + 3 H2O  (UO2)2(CO3)(OH)3 + 3 H
+   -0.86 [188] 
H2CO3 + H2O  HCO3
- + H+   -6.38 [189] 
HCO3
-  CO3
- + H+  -10.32 [189] 
 
Il faut bien noter qu’en atmosphère non contrôlée, compte-tenu de la pression partielle de 
CO2 (pCO2 atmosphérique = 3,6 .10
-4), la concentration de bicarbonate en solution aqueuse est 
d’environ 200 µM à pH 7,4. De plus, le bicarbonate est connu comme étant un anion 
synergique dans la fixation sur TF des métaux tels que le Fe3+,90–94 le VO2+,103 et 
l’UO2
2+,40,41,99 l’Al3+,94 le Ga3+,94 l’In3+,94 et le Tl3+.94 
Nous avons choisi d’étudier son influence dans l’interaction entre les protéines du sérum et 
l’uranium afin de déterminer son rôle mais aussi de l’utiliser comme ligand de référence pour 
évaluer l’affinité relative des protéines. FET et TF ont été utilisées pour étudier ce 
phénomène. 
4.3.1. Étude du système FET / bicarbonate 
Nous avons donc réalisé différents échantillons de FET présentant des concentrations 
croissantes en bicarbonate. 
Le bicarbonate a été ajouté à des concentrations variant de 0 à 67 mM dans un échantillon 
composé de FET 10 µM et d’U 150 nM, dans TRIS 50 mM et NaCl 5 mM, pH 7,4. 
L’incubation a été réalisée à 37°C pendant 2 h. La séparation a été réalisée dans un 
capillaire de silice (64 cm x 75 µm i.d). La Figure 4.8 représente les électrophérogrammes de 
FET-U en présence de concentrations croissantes en bicarbonate ainsi que l’évolution de la 
concentration en complexe. 
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Figure 4.8 : Influence de la concentration en carbonate sur la formation du complexe FET-U 
(a) analyses des complexes FET-U par CE-ICP/MS et (b) courbe présentant la concentration de complexe 
dans chaque condition. 
1- FET-U, 2- Usorbé. 
Échantillons: FET 10 µM et U 0,15 µM, HCO3
- 0,2 – 67 mM, dans TRIS 50 mM, NaCl 5 mM, à pH 7,4, incubés à 37°C / 2 h. 
Injection : 0,5 psi – 5 s.  
Séparation : capillaire de silice 64 cm x 75 µm i.d , électrolyte TRIS 50 mM, NaCl 5 mM, pH 7,4, 25 kV à 25°C.  
Détection : ICP/MS à m/z = 238. Liquide additionnel : HNO3 1 mM. 
Les résultats montrent que jusqu’à 10 mM de bicarbonate, la concentration en uranium lié à 
FET reste stable. Au-delà de cette concentration, on observe une décroissance de cette 
concentration attribuée au rôle compétiteur du bicarbonate vis-à-vis de l’uranium. Ces 
résultats montrent qu’en présence d’une concentration de bicarbonate de 22 mM, similaire à 
celle présente dans le sérum, 50 % de l’uranium total reste complexé à la fétuine. 
En nous basant sur les résultats obtenus au paragraphe 4.2.2.2, nous avons, dans un 
premier temps, examiné l’hypothèse de la formation d’un complexe binaire de stœchiométrie 
de 1 :1. Dans ce cas, l’interaction entre FET et uranium peut être décrite par l’équilibre 
suivant : 
 FET + UO2
2+  FET(UO2
2+) (4.1) 
et la constante associée K1 : 
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 K1 = 
FET(UO2
2+)
FET  UO2
2+  (4.2) 
Avec un tel modèle, nous avons déterminé K1 comme étant la constante conduisant au 
meilleur ajustement entre les données expérimentales et les données théoriques générées 
par le logiciel JChess (Ecole des Mines) en utilisant les constantes d’équilibre présentées 
dans le Tableau 4.5. Dans ces conditions, on obtient log K1 = 13,6 ± 0,3. Ceci est bien 
supérieur à la constante calculée à partir des études réalisées en résonance plasmonique de 
surface (SPR)44: log K1 = 11,4 ± 0,3, comme l’illustre la Figure 4.9. 
 
Figure 4.9 : Modélisation de la concentration du complexe FET-U en fonction de la concentration du 
carbonate pour log K1 = 11,4 et 13,6. 
 
Nous avons donc envisagé la formation d’un complexe ternaire impliquant le carbonate selon 
l’équilibre (4.3) : 
 FET(UO2
2+) + CO3
2-
  FET(UO2
2+)(CO3
2-) (4.3) 
 K2 = 
FET UO2
2+ (CO3
2-)
FET(UO2
2+) CO3
2-  (4.4) 
La formation de tels complexes ternaires uranium – protéine/peptide et carbonate a déjà été 
démontrée dans le cas de de TF,40 d’HSA41,190 mais aussi dans le cas de peptides.191 
En prenant en compte les deux équilibres (4.1) et (4.3) et en utilisant log K1 = 11,4 pour le 
premier équilibre, le meilleur ajustement entre données théoriques et données 
expérimentales a été obtenu pour logK2 = 7,4 ± 0,1. 
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La Figure 4.10 représente la répartition de l’uranium obtenue avec ces constantes dans une 
solution de FET 10 µM, U 0,15 µM en présence de bicarbonate, à pH 7,4. Les résultats 
montrent que le complexe FET(UO2
2+) ne se forme majoritairement qu’en présence d’une 
très faible concentration de bicarbonate (< 110 µM), puis le complexe FET(UO2
2+)(CO3
2-) 
devient majoritaire pour une concentration en bicarbonate comprise entre 110 µM et 24 mM 
et atteint maximum avec une concentration de bicarbonate de 3 mM. A partir de 24 mM de 
bicarbonate, la forme (UO2)(CO3)3
4- est majoritaire et le carbonate devient un compétiteur de 
la protéine vis-à-vis de la complexation de l’uranium. Cette proposition est en accord avec 
les études réalisées en SPR en présence d’une faible concentration de bicarbonate.44 Elle 
semble également indiquer que dans le sérum en présence de 20 à 25 mM de bicarbonate, 
le complexe ternaire FET(UO2
2+)(CO3
2-) et le complexe (UO2)(CO3)3
4- seraient les formes 
prédominantes de l’uranium et que FET complexerait 50 % de l’uranium en absence de tout 
autre équilibre. 
 
Figure 4.10 : Spéciation de l’uranium en présence de FET et de bicarbonate. 
logK1 (FET(UO2
2+)) = 11,4 et log K2 (FET(UO2
2+)(CO3
2-)) = 7,4. 
 
4.3.2. Étude du système TF / bicarbonate 
De façon similaire à l’étude entreprise dans le cas de FET, nous avons étudié le système 
TF/bicarbonate.  
Pour cela, nous avons réalisé des échantillons contenant 32 µM de TF et 1 µM d’uranium en 
présence de concentrations croissantes en bicarbonate dans un mélange de TRIS 10 mM, 
NaCl 15 mM, pH 7,4 et incubé ces échantillons durant 4 h à 37°C. Les conditions d’analyse 
sont identiques à celles décrites dans le paragraphe 4.2.1.2. 
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La Figure 4.11 montre les électrophérogrammes obtenus pour ces échantillons ainsi que la 
courbe représentant le pourcentage d’uranium lié à TF en fonction de la concentration initiale 
en bicarbonate. On constate une fixation maximale de l’uranium sur la protéine 
correspondant à 40 % de l’uranium initial. Ce faible pourcentage est vraisemblablement dû à 
une sorption compétitive de l’uranium sur les silanols. La formation d’un complexe ternaire 
avec le carbonate a vraisemblablement lieu jusqu’à une concentration de 300 µM. Au-delà 
de cette concentration, la fixation de l’uranium par TF diminue rapidement pour être 
totalement annihilée à une concentration de 4 mM de bicarbonate, où on n’observe plus de 
complexe TF-U. Ce phénomène a également été observée en fluorescence par Montavon et 
al.41, à savoir la formation d’un complexe ternaire à faible concentration en carbonate puis le 
rôle de compétiteur joué par celui-ci à des concentrations plus importantes. De plus, il faut 
noter qu’une diminution de moitié du complexe TF-U correspond à une concentration en 
bicarbonate de 1,2 mM environ. 
 
 
 
 
 
 
Figure 4.11 : Analyse des complexes TF-U en présence de bicarbonate par CE-ICP/MS et courbe 
représentant le pourcentage d’uranium impliqué dans ce complexe. 
1- TF-U, 2- Usorbé. 
Échantillons: TF 32 µM, U 1 µM, HCO3
- de 0,2 – 5 mM, à pH 7,4, incubés 37°C / 4 h.  
Injection : 0,5 psi – 5 s.  
Séparation Capillaire de silice 64 cm x 75 µm i.d., électrolyte TRIS 10 mM, NaCl 15 mM, pH 7,4, 25 kV à 25°C.  
Détection : ICP/MS à m/z = 238. Liquide additionnel : HNO3 1 mM. 
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Cependant, un traitement des données identique à celui réalisé dans le cas de FET n’est pas 
possible, et ce pour plusieurs raisons : 
- une complexité due à TF : cette protéine possède à priori deux sites de complexation de 
l’uranium dont les constantes ont été rapportées comme différant d’un log, quel que soit 
le métal. De plus, dans le sang, nous avons vu que les sites de cette protéine étaient 
partiellement occupés par des ions ferriques. Ces ions interviennent donc dans les 
équilibres impliquant TF et le carbonate, 
- une complexité due à la plus faible affinité de TF pour l’uranium : En effet, si on peut 
s’affranchir relativement aisément des interactions avec les silanols de surface en 
présence de protéines complexant fortement l’uranium, ce n’est plus le cas pour TF. De 
plus, avec un tel système analytique, il n’est pas possible de faire la part entre uranium 
lié aux carbonates et uranium sorbé à la surface, 
- les concentrations en bicarbonate, pour lesquelles une diminution notable du 
pourcentage de complexe est observée, sont inférieures au mM et de ce fait, difficiles à 
maintenir précisément en atmosphère non contrôlée. 
4.4. Étude compétitive avec FET 
Le rôle synergique du carbonate, mis en évidence dans les paragraphes ci-dessus ne 
permet pas d’utiliser ce ligand comme compétiteur afin de déterminer les constantes 
d’affinité des différentes protéines. Nous avons donc choisi d’utiliser FET pour jouer ce rôle. 
4.4.1. Étude compétitive OPN / FET 
Nous avons donc réalisé une étude compétitive entre OPN et FET afin de comparer leur 
affinité vis-à-vis de l’uranium. Différentes solutions contenant 1 µM d’uranium, 13,5 µM de 
fOPN et FET en concentrations croissantes ont été réalisées dans un mélange de TRIS 10 
mM, NaCl 15 mM à pH 7,4. Après incubation 2 h à 37°C, l’analyse de ces solutions a été 
réalisée en CE-ICP/MS. Les conditions d’analyse étaient identiques à celles décrites dans le 
paragraphe 4.2.2.2. Les électrophérogrammes obtenus ainsi que la répartition de l’uranium 
entre les différentes espèces sont présentés dans la Figure 4.12. On constate que pour que 
50 % de l’uranium se fixe sur FET, il est nécessaire d’avoir une concentration de FET 1,18 
fois plus importante que celle de fOPN. A partir de cette donnée, on peut donc estimer la 
constante globale de formation du complexe OPN(UO2
2+), telle que :  
 log K1,fOPN = log K1,FET - log [fOPN]/[FET]50. (4.5) 
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où [FET]50 représente la concentration de FET nécessaire à une répartition équimolaire de 
l’uranium entre les deux protéines. 
Dans ce cas, log K1,fOPN = 11,5 ± 0,3 et fOPN présente donc une affinité pour l’uranium très 
similaire à celle de FET.  
 
 
 
Figure 4.12 : Analyse des complexes fOPN-U en présence de FET en concentrations croissantes et 
courbe représentant le pourcentage d’uranium impliqué dans les différentes espèces. 
1- fOPN-U, 2- FET-U, 3- Usorbé.(
Échantillons: fOPN 13,5 µM,et FET à différentes concentrations à pH 7,4, incubés en présence d’U 1 µM à 37°C / 2 h. 
Injection : 0,5 psi – 5 s.  
Séparation : capillaire neutre d’HPC 64 cm x 75 µm i.d., électrolyte TRIS 10 mM, NaCl 15 mM, pH 7,4, - 30 kV + 0,2 psi à 25°C. 
Détection : ICP/MS à m/z = 31 et 238. Liquide additionnel : TRIS 5 mM, pH 7,4. 
 
Comme nous l’avons vu au paragraphe 4.2.3.3, l’OPN possède au moins deux sites 
présentant une forte affinité pour l’uranium. Afin de mettre en évidence le rôle de ces sites, 
une étude de l’influence de la concentration en uranium a été réalisée en présence de ces 
deux protéines : FET 8 µM et fOPN 13,5 µM, pour des concentrations d’uranium supérieures 
aux concentrations en protéines (0 - 16 µM). Les complexes ont été identifiés par leur temps 
de migration, celui impliquant fOPN-U étant conforté par la présence simultanée de 31P et 
238U dans les électrophorégrammes de la Figure 4.13. 
0 5 10 15
0
1000
2000
3000
4000
5000
6000
7000
3
2
1
40
30
25
12
5
Temps (min)
23
8 U
 (C
P
S
)
FE
T 
(m
M
) 
1
20000
30000
40000
50000
60000
238U
31P
31
P
 (C
P
S
)
0
20
40
60
80
100
0 10 20 30 40
%
 U
ra
n
iu
m
 
[FET] (µM) 
FET-U OPN-U U sorbé
Chapitre 4 : Etude de cibles protéiques de l’uranium 
 
 
121 
  
Figure 4.13 : Analyse des complexes fOPN-U et FET-U en présence d’uranium en concentrations 
croissantes. 
1- fOPN-U, 2- FET-U, 3- Usorbé. 
Échantillons: mélanges de fOPN 13,5 µM, FET 8 µM et U à différentes concentrations à pH 7,4, incubés à 37°C / 2 h.  
Injection : 0,5 psi – 5 s.  
Séparation : capillaire neutre d’HPC 64 cm x 75 µm i.d., électrolyte TRIS 10 mM, NaCl 15 mM, pH 7,4, - 30 kV + 0,2 psi à 25°C.  
Détection : ICP/MS à m/z = 31 et 238. Liquide additionnel : TRIS 5 mM, pH 7,4. 
A faible concentration en uranium, les concentrations en U dans les protéines croissent de 
façon linéaire avec la concentration initiale en U. La distribution en U entre fOPN et FET est 
de l’ordre de 2 :1, ce qui est en accord avec des constantes d’affinité similaire et un rapport 
de concentration fOPN : FET de 13,5 : 8. A partir de 5 µM d’uranium, la courbe FET-U = f(U) 
tend à s’infléchir. A contrario, le pourcentage d’U lié à fOPN devient fortement prépondérant 
et atteint 85 % pour une concentration initiale en U de 16 µM. Une première tentative de 
modélisation réalisée par comparaison avec la distribution calculée par JChess conduit aux 
constantes d’équilibre : log K1, FET = 11,4, log K1,fOPN = 11,5 et log K2,fOPN = 12,5, dont les deux 
dernières constantes correspondant aux deux équilibres suivants : 
OPN + UO2
2+  OPN(UO2
2+) (4.6) 
OPN(UO2
2+) + UO2
2+  OPN(UO2
2+)2 (4.7) 
Même si log K2,fOPN ne représente qu’une estimation, compte tenu du nombre d’expériences 
réalisées, il semble raisonnable de conclure que la présence d’un uranium complexé induit 
une augmentation de l’affinité de la protéine d’un facteur 10 lors de la complexation du 2ème 
uranium. Une telle coopérativité positive a déjà été observée avec des protéines/peptides 
présentant une affinité pour Ca2+, comme HRP192 ou la calmoduline193. 
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4.4.2.  Étude compétitive TF / FET  
Une étude identique a été réalisée afin de déterminer l’affinité de TF pour l’uranium. FET a 
été ajoutée à différentes concentrations dans des échantillons contenant TF 32 µM et U 1 
µM dans un mélange TRIS 10 mM, NaCl 15 mM à pH 7,4. L’incubation a été réalisée 
pendant 4 h à 37°C pour atteindre l’équilibre. Les conditions d’analyse ont été conservées 
identiques à celles du paragraphe 4.2.1.2.  
Les résultats obtenus sont présentés dans la Figure 4.14. 
  
 
 
 
 
 
Figure 4.14 : Analyse de la compétition entre TF et FET vis-à-vis de l’uranium et courbe représentant le 
pourcentage d’uranium impliqué dans les complexes. 
1- TF-U, 2- FET-U, 3- Usorbé. 
Échantillons: TF 32 µM, U 1 µM, FET de 0 à 12 µM, à pH 7,4 incubés 37°C / 4 h.  
Injection : 0,5 psi – 5 s.  
Séparation capillaire de silice 64 cm x 75 µm i.d, électrolyte : TRIS 10 mM, NaCl 15 mM, pH 7,4, 25 kV à 25°C.  
Détection : ICP/MS à m/z = 238. Liquide additionnel : HNO3 1 mM. 
Les résultats indiquent que le complexe TF-U diminue rapidement et ce, dès de faibles 
concentrations en FET. A partir de 4 µM FET (pour 32 µM TF), plus aucun complexe TF-U 
n’est observé sur les électrophérogrammes. De plus, en absence de FET, seuls 35 % de 
l’uranium sont fixés sur la transferrine. Ceci confirme une fois encore la plus faible affinité de 
TF pour l’uranium. Dans ce cas aussi, l’accès à la constante de complexation semble 
difficile. En absence de FET, l’implication des silanols de surface dans la répartition de 
l’uranium avec cette protéine n’est pas négligeable. Contrairement aux études réalisées avec 
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OPN, dès l’ajout de faibles quantités de FET, la concentration en TF-U chute très 
rapidement, ce qui conduit à une imprécision des mesures plus importantes (variations 
fortes, faibles concentrations). L’obtention de données plus précises devra se faire au 
détriment des quantités de TF utilisées. De manière identique à ce qui a été entrepris 
précédemment, on constate qu’il faut une concentration en FET environ 20 fois plus faible 
que celle de TF pour complexer 50 % de l’uranium total. Ceci conduit log K1,TF = 9,7 ± 0,4. 
Cette valeur reste néanmoins très hypothétique (la concentration d’uranium sorbé étant 
issue de la dissociation du complexe TF-U) et doit donc être prise comme une estimation de 
la constante. 
4.5. Conclusion 
En conclusion, le couplage CE-ICP/MS a démontré son intérêt dans la comparaison de 
l’affinité entre des protéines ou plusieurs formes d’une protéine (cas de l’OPN). Ainsi, à partir 
d’expériences simples et rapides, un premier classement par ordre d’affinité peut être 
proposé.  
L’étude de l’interaction entre protéine individuelle et uranium montre que FET a un site de 
forte affinité pour l’uranium alors qu’OPN possède plusieurs sites. La comparaison des 
électrophérogrammes obtenus pour OPN et ses produits de dégradation montre que les 
affinités pour l’uranium de la protéine entière et de son grand fragment sont comparables, et 
que le taux de phosphorylation joue un rôle d’important dans la formation des complexes 
avec l’uranium. 
De plus, la détermination des constantes de complexation via des études compétitives a 
permis de valider cette méthode en la comparant à d’autres méthodes plus conventionnelles. 
L’utilisation de compétiteurs permet de s’affranchir de la spéciation complexe de l’uranium à 
pH 7,4. Les résultats montrent que cette méthode est applicable pour les complexes peu 
labiles tels que FET-U et OPN-U ou même labiles tels que TF-U et carbonate-U en 
s’affranchissant de l’effet des silanols et des conditions d’analyse sur la distribution de 
l’uranium. Les constantes de complexation ont été calculées : logK1 FET-U = 11,4 ± 0,3, 
logK1 fOPN-U = 11,5 ± 0,3 et logK2 fOPN-U = 12,5. Le deuxième site de l’OPN semble montrer un 
effet coopératif du premier site dans l’affinité pour l’uranium. Quant à TF, qui forme un 
complexe d’affinité modérée avec l’uranium, la détermination de sa constante de 
complexation reste difficile à cause de la compétition non négligeable des silanols de surface 
du capillaire. Cependant, par l’analyse en compétition de FET et TF, sa constante de 
complexation a été estimée de logK1 TF-U = 9,7 ± 0,4. Les résultats obtenus sont validés par 
des études précédentes réalisées en SPR et avec des méthodes spectroscopiques.44,49,86  
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Il faut aussi noter que la rapidité des analyses (environ 20 min), leur automatisation, et la 
consommation très faible d’échantillon (environ 100 pmol par analyse) font également partie 
des grands avantages de cette méthode. 
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Chapitre 5. Application du couplage CE-
ICP/MS au criblage des protéines cibles de 
l’uranium 
Comme nous l’avons montré dans les chapitres précédents, le maintien des interactions 
protéine-uranium tout au long de la séparation se fera au détriment de l’efficacité de 
séparation. Nous avons cependant montré que le couplage CE-ICP/MS permet d’obtenir des 
informations importantes sur la répartition de l’uranium à partir de mélanges simples : 
distribution parmi les protéines, constantes d’affinité, compétition ou synergie avec des petits 
ligands, etc. 
La question qui se pose maintenant est de savoir si l’utilisation d’un tel outil peut être 
extrapolée à des mélanges complexes. En d’autres termes, la séparation par électrophorèse 
capillaire devra-t-elle être utilisée en association avec d’autres modes de séparation tels que 
la chromatographie d’exclusion stérique ? 
Il faut également noter qu’un des grands avantages de ce couplage est la possibilité, en une 
seule séparation, d’avoir un accès direct à la répartition d’un ou plusieurs métaux dans un 
mélange de protéines. Ceci est possible grâce au caractère multi-élémentaire de la détection 
par ICP/MS. L’objectif est donc aussi d’exploiter le couplage CE-ICP/MS pour répondre à 
des problématiques liées à la compétition entre les métaux. 
Dans cette optique, le chapitre qui suit sera divisé en deux parties distinctes : 
- une partie consacrée à l’exploitation du caractère multi-élémentaire de l’ICP/MS pour 
étudier la présence simultanée de l’uranium et d’autres éléments pour l’occupation des 
sites. Pour ce faire, nous travaillerons sur le mélange des trois protéines, TF, FET et fOPN, 
étudié tout au long de cette thèse en présence ou non d’autres métaux, 
- une partie consacrée à l’exploitation du potentiel séparatif de la CE pour étudier les 
compétitions entre protéines vis-à-vis de l’uranium dans le cas d’un fluide biologique, le 
sérum. 
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5.1. Influence des métaux présents dans le sang sur les 
complexes protéine-uranium 
L’objectif de cette partie est d’exploiter le potentiel multi-élémentaire du couplage CE-
ICP/MS dans l’étude simultanée de la complexation de l’uranium et des métaux essentiels 
présents dans le sérum avec les trois protéines : TF, FET, OPN. 
Quatre métaux : le fer (II), le cuivre (II), le zinc (II) et le cobalt (II) à différents rapports de 
concentrations ont été individuellement étudiés en présence d’uranium. La concentration de 
ces métaux dans le sang est de 9 – 27 µM pour le fer,194 de 11,6 – 14,1 µM pour le cuivre,195 
de 88 – 104 µM pour le zinc,195 et inférieure à 15 nM pour le cobalt 195,196. Les concentrations 
que nous avons choisies se situent dans les gammes de concentrations rencontrées dans le 
sang, à l’exception de la concentration en cobalt utilisée qui est environ 1000 fois plus 
importante.  
Les produits de solubilité de ces métaux sont récapitulés dans le tableau 5.1. Malgré le fait 
que le Fe (II) ne soit présent de façon prédominante que dans le milieu intracellulaire et non 
dans les fluides extracellulaires,197 il a été choisi dans ces expériences en raison de sa 
meilleure solubilité (par rapport au Fe (III)) in vitro à pH physiologique 7,4). Cependant, en 
présence d’oxygène, Fe (II) est facilement oxydé en ion ferrique, la solution mère a donc été 
faite extemporanément dans l’eau. La limite de solubilité n’est atteinte pour aucun de ces 
éléments à ce pH, à l’exception du cuivre. Cependant, dans ce dernier cas, aucune 
précipitation n’a été observée, vraisemblablement en raison de sa complexation par le TRIS 
pour former Cu(TRIS)2+  (Tableau 5.1).198  
Tableau 5.1 : Constantes de solubilité (formation d’hydroxydes)  
et de complexation avec le TRIS. 
Métaux Ksp  Références KM :TRIS  Références 
Co2+ 10-15 [
199] 101,73 [
198] 
Cu2+ 2,2. 10-20 [
199] 104,05 [
198] 
Fe2+ 8. 10-16 [
199] - - 
Fe3+ 1,6. 10-37 [
200] - - 
Zn2+ 2,3. 10-15  [
200] 101,94 [
198] 
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5.1.1. Préparation des échantillons 
Des solutions mères de FeCl2 à 150 µM dans l’eau, CuCl2 à 75 µM et ZnCl2 à 500 µM dans 
HNO3 1 mM ont été préparées à partir des sels commercialisés par Sigma-Aldrich. La 
solution mère de cobalt a été obtenue par dilution dans l’eau d’une solution standard de 
CoCO3 1000 µg/l dans HNO3 4 % (PlasmaCAL, SCP Science).  
Des mélanges de trois protéines comprenant TF 32 µM, FET 8 µM et fOPN 13,5 µM ont été 
réalisés dans une solution de TRIS 10 mM, NaCl 15 mM à pH 7,4. L’uranium a été ajouté à 
ces mélanges de façon à obtenir une concentration finale de 1 µM. Une solution de Fe (II), 
Cu (II), Co (II) ou Zn (II) a été ajoutée à ces échantillons afin d’atteindre une concentration 
finale en métal de 30 µM, 15 µM, 10 µM et 100 µM respectivement, ce qui correspond à des 
rapports de concentrations uranium : métal de 1 :30, 1 :15, 1 :10 et 1 :100 respectivement. 
L’incubation a ensuite été réalisée à 37°C pendant 4 h. 
5.1.2. Méthode d’analyse 
Les analyses des différentes solutions ont été réalisées par CE-ICP/MS soit dans un 
capillaire de silice, soit dans un capillaire recouvert par l’HPC (64 cm x 75 µm i.d.). La 
mobilité électroosmotique a été mesurée par injection d’un marqueur neutre à 0,2 psi 
pendant 3 s (TBP 0,01 % dans le DMSO 2 %). Les échantillons ont été injectés à 0,5 psi 
pendant 5 s. La séparation a été réalisée à 25°C, à 25 kV pour le capillaire de silice, et – 30 
kV + 0,2 psi pour le capillaire recouvert par l’HPC, en utilisant un électrolyte TRIS 10 mM, 
NaCl 15 mM à pH 7,4. Après la séparation (12 min dans le capillaire de silice et 16 min dans 
le capillaire recouvert par l’HPC), des rinçages successifs par l’électrolyte (5 psi, 2 min), puis 
HNO3 1 mM (5 psi, 2 min) ont été réalisés. La détection en ICP/MS a été effectuée à m/z = 
31 pour le phosphore, 56 pour le fer, 59 pour le cobat, 63 pour le cuivre, 64 pour le zinc, 238 
pour l’uranium (1 s/point pour chaque élément, à part du fer : 2 s/point) et 166 pour l’erbium 
(0,1 s/point), en utilisant la collision par l’He (DHe = 4,3 ml/min) afin d’éliminer les 
interférences polyatomiques. Le liquide additionnel utilisé est fonction de la nature du 
capillaire : HNO3 1 mM pour le capillaire de silice et TRIS 5 mM à pH 7,4 pour le capillaire 
recouvert par l’HPC.  
5.1.3. Résultats 
La Figure 5.1 représente les électrophérogrammes du mélange des trois protéines en 
présence d’uranium et de chacun des métaux de transition dans le capillaire de silice 
(a,c,e,g) et dans le capillaire recouvert par l’HPC (b,d,f,h). 
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Figure 5.1 : Electrophorégrammes des analyses d’un mélange de protéines - uranium en présence de 
chacun des métaux essentiels. 
Pics correspondant au : 1- TF, 2- FET, 3- OPN, 4- espèces éluées par un rinçage avec l’électrolyte, 5- 
espèces éluées par un rinçage à l’acide, 6- métal sous forme anionique. 
Échantillons: TF 32 µM, FET 8 µM, OPN 13,5 µM, U 1 µM et Co 10 µM (a,b), Cu 15 µM (c,d ), Zn 100 µM (e,f), Fe 30 µM (g,h) 
dans le mélange de TRIS 10 mM, NaCl 15 mM à pH 7,4, incubés à 37°C / 4 h.  
Injection : 0,5 psi – 5 s.  
Séparation : électrolyte : TRIS 10 mM, NaCl 15 mM à pH 7,4 ; (a, c, e, g) : 25 kV à 25°C dans le capillaire de silice (64 cm x 75 
µm i.d.), liquide additionnel : HNO3 1 mM ; (b, d, f, h) : - 30 kV + 0,2 psi à 25°C dans le capillaire recouvert par l’HPC (64 cm x 
75 µm i.d.), liquide additionnel : TRIS 5 mM à pH 7,4.  
Détection : ICP/MS à m/z = 238 ; 64 ; 63 ; 59 ; 56 en mode de collision (DHe = 4,3 ml/min). 
 
La Figure 5.2 représente la répartition de l’uranium entre les protéines correspondant à 
chacune des conditions. 
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Figure 5.2 : Répartition de l’uranium parmi TF, FET et fOPN en présence des métaux essentiels.  
(a) dans le capillaire de silice, (b) dans le capillaire recouvert par l’HPC (n = 2). 
Dans tous les cas, on constate que l’incubation en présence de métaux de transition n’altère 
que peu ou pas la distribution de l’uranium, à l’exception du taux d’uranium sorbé qui prend 
des valeurs proches dans les deux capillaires en présence d’autres métaux. 
Ainsi que nous l’avons observé dans le chapitre 3, l’ordre de migration des espèces est 
inversé sur les deux capillaires. Les électrophérogrammes montrent la présence d’une 
espèce métallique anionique dans les échantillons contenant Co, Cu, Zn (pic 4, élué suite à 
un rinçage par l’électrolyte dans le capillaire de silice ou pic 6, dont la migration est la plus 
rapide sous un voltage négatif dans le capillaire neutre). 
Dans le cas du cobalt et du cuivre, aucune espèce métallique impliquant une protéine n’est 
détectée. Il faut toutefois noter qu’une absence du pic protéine-métal ne signifie pas 
forcément une absence de complexation. Il est en effet possible que : 
- la concentration en complexe soit inférieure à la limite de détection ; ceci est d’autant 
plus vrai que le cuivre et le cobalt sont présents à des concentrations au moins 7 fois 
inférieures à celle du zinc, 
- ou encore que le taux de dissociation de ce même complexe soit non négligeable au 
regard du temps d’analyse ; ceci est notamment vrai pour le cuivre dont les complexes 
peuvent apparaître environ 500 fois moins stables que ceux du zinc du fait de leur plus 
grande labilité. En effet, comme nous avons vu dans le chapitre 3, les métaux ayant une 
constante d’échange d’eau élevée (Cu2+ > Zn2+ > Fe2+> Co2+ > UO2
2+) sont considérés 
comme formant des complexes d’autant plus labiles.177 
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De plus, en présence de Co, le pourcentage de complexe FET-U diminue de (7 ± 4) % dans 
le capillaire de silice et de (8 ± 2) % dans le capillaire neutre. Cette modification pourrait 
signifier une compétition du Co avec l’uranium Dans le cas du cuivre, aucune différence 
nette dans la répartition de l’uranium n’a été observée.  
Dans le cas de l’incubation en présence de zinc, on constate une fixation, bien que faible, de 
ce dernier sur FET et OPN (Figure 5.1 e, f). Cependant, les deux pics attribués à fOPN-Zn et 
FET-Zn, diffèrent en sensibilité et en rapport de surface de pic dans les deux types de 
capillaire. Malgré cette différence encore inexpliquée entre les deux capillaires, les résultats 
montrent que le zinc présente une affinité pour les deux protéines FET et fOPN à un rapport 
de concentration Zn : protéine de 10, qui ne semble cependant pas affecter la distribution de 
l’uranium parmi les protéines. 
Dans tous les cas, il faut également noter la présence d’un complexe TF-Fe attendu mais 
aussi celle d’un complexe OPN-Fe dont la formation provient vraisemblablement de la 
dissociation du complexe TF-Fe lors de l’incubation. De plus, alors que le pic de fer 
correspondant TF ne varie pas en intensité en présence de Fe (II), la surface de celui 
correspondant à fOPN augmente dans les deux types du capillaire. Ceci semble confirmer la 
spécificité des sites de TF pour les ions ferriques alors que fOPN semble fixer 
indifféremment  Fe (II) et Fe (III).  
En conclusion, le couplage CE-ICP/MS permet de détecter simultanément le devenir de 
plusieurs éléments (3 dans notre cas) sans altérer la séparation, compte tenu du temps de 
réponse du détecteur. Les métaux envisagés étant des métaux de transition, leur ajout à une 
concentration de 10 fois à 100 fois plus importante que celle de l’uranium ne conduit pas à 
des variations de la répartition de l’uranium entre les trois protéines supérieures à 11 %. 
Cependant, des expériences complémentaires associées à un traitement statistique seraient 
nécessaires pour conclure quant à l’influence réelle de ces métaux sur la répartition de 
l’uranium. Cet aspect multi-élémentaire pourra être mis à profit dans l’étude de la compétition 
avec les métaux durs, notamment Ca2+, Fe3+ chélaté, etc. pour confirmer la spécificité de 
l’interaction entre l’uranium et les protéines. 
Chapitre 5 : Application du couplage CE-ICP/MS au criblage des protéines cibles de l’uranium 
 
 
132 
5.2. Influence de l’uranium sur l’inhibition de la précipitation du 
phosphate de calcium par OPN et FET 
Comme nous l’avons rapidement vu dans la présentation des protéines faite dans le chapitre 
1, FET et OPN jouent un rôle important dans l’inhibition de la précipitation du phosphate de 
calcium (Ca-P).  
Leur mode d’action diffère. FET semble agir comme un véritable inhibiteur de la précipitation 
en maintenant les cristaux de phosphate de calcium en suspension. Des études structurales 
réalisées in vitro ont montré la formation de colloïdes fétuine - phosphate de calcium, 
appelés particules de calciprotéine (CPPs) ou encore complexe fétuine–minéral. La 
formation de ces nanoparticules FET-Ca-P se fait en deux étapes dont une représentation a 
été proposée par Jahnen-Dechent et al.107 (Figure 5.3). Dans un premier temps, FET forme 
des agglomérats primaires sphériques (30 – 150 nm) avec le phosphate de calcium, 
composés d’un noyau de clusters de phosphate de calcium non structurés. Ces particules 
grossissent rapidement pour conduire à des agglomérats secondaires composés de cristaux 
de Ca-P entourés par une couche de protéines. 
 
Figure 5.3 : Formation d’agglomérats primaires (a) et secondaires (b) de nanoparticules FET-Ca-P.107  
Quant à l’OPN, son mécanisme d’action n’est pas totalement élucidé. Cette protéine 
possède une capacité de fixation des ions Ca2+ très importante (jusqu’à 50 Ca2+ par 
protéine).124 Des études in vitro ont montré que l’OPN ou des peptides synthétiques 
représentant des régions poly-aspartate de l’OPN agissent comme des inhibiteurs de la 
nucléation mais aussi de la croissance des cristaux d’hydroxyapatite. Ainsi, plusieurs études 
ont étudié l’inhibition de la cristallisation de CaHPO4. 2H2O,
128 et Ca10(PO4)6(OH)2 
(hydroxyapatite, HAP)123,201 lors de l’ajout de peptides de l’OPN correspondant aux 
séquences 93-106 (DDVDDpTDDpSHQpSDE),201,128 65–80 (pSHDHMDDDDDDDDDGD)123 
et 220–235 (pSHEpSTEQSDAIDpSAEK)123. Ces auteurs ont proposé un mécanisme où 
l’OPN se lierait à la surface des nanoparticules de phosphate de calcium via des interactions 
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entre groupements carboxylate/phosphate et Ca2+, ce qui retarderait donc la formation de 
cristaux de HAP (Figure 5.4). D’autres auteurs suggèrent que l’adsorption de l’OPN à la 
surface de l’hydroxyapatite est réalisée via les groupements phosphate par remplacement 
les ions orthophosphate du réseau cristallin, empêchant ainsi les dépôts supplémentaires de 
phosphate de calcium.202 
 
  
Figure 5.4 : Mécanisme de formation in vitro de nanoparticules Ca-P-OPN.
201,203
 
Nous avons confirmé dans le chapitre précédent, la très forte affinité de FET et fOPN pour 
l’uranium (logK1 FET-U = 11,4 ± 0,3, logK1 fOPN-U = 11,5 ± 0,3, logK2 fOPN-U = 12,5). L’uranium 
possède cependant des propriétés de coordination similaires à celles du calcium : 
interactions avec des atomes donneurs durs, géométries de coordination similaires, etc. On 
peut donc envisager que la complexation de l’uranyle par ces protéines modifie leur 
interaction avec le calcium et/ou phosphate de calcium. 
L’objectif de cette partie est d’étudier l’influence de ce métal sur l’inhibition de la précipitation 
du phosphate de calcium par ces deux protéines. Nous montrerons que le couplage CE-
ICP/MS se révèle dans ce cas un outil intéressant à utiliser en complément de méthodes 
plus classiques telles que l’analyse quantitative par ICP/MS et DLS pour résoudre ce 
problème. 
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5.2.1. Préparation des échantillons 
Des solutions mères de chlorure de calcium (CaCl2) 50 mM, d’hydrogénophosphate de 
sodium (Na2HPO4) 50 mM et de dihydrogénophosphate de sodium (NaH2PO4) 50 mM ont 
été préparées à partir des produits commercialisés par Sigma-Aldrich dans un tampon TRIS 
50 mM, NaCl 150 mM à pH 7,4. Le pH de la solution d’hydrogénophosphate de sodium a 
ensuite été ajusté jusqu’à pH 7,4 par ajout de dihydrogénophosphate de sodium. La solution 
mère d’uranium 50 µM a été préparée dans l’eau à partir d’une solution standard d’uranium à 
1000 mg/l dans HNO3 4 %. Les solutions mères des protéines ont été obtenues par 
purification ou dialyse dans le tampon TRIS 50 mM, NaCl 150 mM, pH 7,4 à une 
concentration finale de 67 µM, 177 µM, 220 µM et 96 µM pour eOPN, fOPN, FET et TF 
respectivement.  
Les échantillons ont ensuite été préparés par ajout de chacun des solutés dans l’ordre 
suivant : la protéine d’abord, puis l’uranium (si il en y a), puis CaCl2 et enfin (Na,H)NaHPO4.  
Dans toutes les expériences, les concentrations en CaCl2 et en (Na,H)NaHPO4 ont été fixées 
à 5 mM. La TF 32 µM a été utilisée comme protéine standard. Les protéines ont été testées 
à différentes concentrations allant de 0,13 à 8 µM pour FET, de 0,2 µM à 13,5 µM pour fOPN 
et de 0,4 µM à 13,3 µM pour eOPN. L’uranium a été ajouté en concentrations croissantes 
allant de 0 à 16 µM, ce qui correspond à un changement de pH de 7,4 à 7,0. Les 
échantillons ont été incubés à 37°C sous une agitation de 500 rpm pendant 2 h ou 24 h. Les 
surnageants des échantillons ont été récupérés après une centrifugation à 10000 rpm 
pendant 2 min. Ils ont ensuite été analysés, en ICP/MS, en DLS et en couplage CE-ICP/MS. 
5.2.2. Méthodes d’analyse 
5.2.2.1. Analyse directe en ICP/MS 
Les courbes d’étalonnage de P et Ca de 30 µg/l à 500 µg/l dans HNO3 1 mM ont été 
réalisées en activant la collision à l’hélium (DHe = 4,3 ml/min, R
2 = 0,9993 et R2 = 1 
respectivement) par détection à m/z = 31 et m/z = 44 respectivement. La courbe 
d’étalonnage de l’U de 1 à 10 µg/l a réalisée dans HNO3 1 mM à m/z = 238 (R
2 = 0,9999). 
Pour la quantification de Ca et de P, les surnageants ont été dilués directement dans HNO3 
1 mM. Pour la quantification de l’uranium, les échantillons ont été minéralisés dans le 
mélange HNO3 65 % et H2O2 30 % (100 µl échantillon : 500 µl HNO3 : 500 µl H2O2) à 76°C 
pendant une nuit avant dilution 40 fois dans HNO3 1 mM. 
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5.2.2.2. Diffusion dynamique de la lumière (DLS) 
La taille des particules a été mesurée dans les surnageants des échantillons incubés à 37°C 
pendant 2 h en présence de fOPN ou FET. Les échantillons (65 µl) ont été placés dans des 
cuves jetables. Les expériences ont été réalisées grâce à un goniomètre Zetasizer Nano ZS 
équipé d’un laser à argon émettant à 633 nm. L’angle de détection est fixe et de 173°. La 
viscosité et les indices de réfraction du milieu (eau) et du matériau ont été fixés à 0,8872 cp, 
1,330, et 1,45 respectivement. La mesure de chaque échantillon a été réalisée à 25°C à 
raison de 3 scans par mesure, le résultat correspondant à la moyenne de 11 mesures. 
5.2.2.3. Couplage CE-ICP/MS 
Les expériences ont été réalisées dans un capillaire de silice (64 cm x 75 µm i.d.). Chaque 
échantillon a été injecté sous 0,5 psi pendant 5 s. L’électrolyte TRIS 10 mM, NaCl 15 mM à 
pH 7,4 a été renouvelé pour chaque analyse. La séparation a été réalisée à 25°C et à 25 kV. 
Après la séparation (16 min), un rinçage a été réalisé, consistant en une étape de rinçage 
sous 5 psi pendant 2 min par l’électrolyte, puis 5 psi pendant 3 min par HNO3 1 mM. Le 
liquide additionnel utilisé est HNO3 1 mM en présence d’Er
3+ 3 nM. La détection en ICP/MS a 
été réalisée à m/z = 31 pour le phosphore, 44 pour le calcium et 238 pour l’uranium 
(acquisition 1 s/point pour chaque élément), en activant la cellule de collision à l’hélium (DHe 
= 4,3 ml/min) afin d’éliminer les interférences polyatomiques. 
5.2.3. Résultats  
5.2.3.1. Inhibition de la précipitation du phosphate de calcium par OPN et FET  
Dans un premier temps, nous avons déterminé la concentration minimale de chaque 
protéine suffisante pour inhiber la précipitation du phosphate de calcium. TF (32µM) a été 
utilisée comme référence car elle a été rapportée comme n’ayant aucune influence sur ce 
phénomène de précipitation.44 
La Figure 5.5 représente les concentrations en calcium et en phosphore mesurées dans les 
surnageants par ICP/MS.  
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Figure 5.5 : Concentrations de calcium et de phosphore dans les surnageants déterminées par ICP/MS en 
fonction de la concentration des protéines.  
(a) : incubation à 37°C pendant 2 h, (b) : incubation à 37°C pendant 24 h. 
Les résultats confirment que TF n’a pas d’influence sur la précipitation. On constate que les 
concentrations de calcium et de phosphate en solution sont de (0,9 ± 0,2) mM et de (2,33 ± 
0,03) mM respectivement, proches de celles obtenues en absence de toute protéine. Ceci 
conduit à l’hypothèse de la formation d’un précipité de stoechiométrie Ca : P 1,35 attribuée à 
de l’octacalcium phosphate (Ca8H2(PO4)6.5H2O). 
Par contre, à partir d’une concentration de fOPN de 0,4 µM, d’eOPN de 0,8 µM et de FET de 
0,5 µM, les protéines inhibent totalement la précipitation à 37°C à 2 h, concentrations 
environ 10000 fois moins importantes que celles de CaCl2 et de (Na,H)NaHPO4). Ceci 
confirme l’efficacité de ces protéines dans l’inhibition de la précipitation. Cette capacité 
d’inhibition est totalement conservée à 24 h pour l’OPN (eOPN et fOPN), mais seulement à 
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des concentrations supérieures ou égales à 13 µM. Les résultats montrent que le fragment 
fOPN a la même capacité in vitro que la protéine entière. La concentration minimum de 
fOPN nécessaire pour inhiber la précipitation semble même plus faible que celle d’eOPN 
(0,4 µM contre 0,8 µM). Ceci est possiblement dû à l’instabilité de l’eOPN in vitro déjà 
discutée dans l’annexe 2. Ce n’est pas le cas de FET qui perd toute sa capacité d’inhibition à 
24 h. Cette action transitoire de FET a déjà été démontrée par plusieurs équipes.204–206  
 
5.2.3.2. Influence de l’uranium sur le rôle d’inhibiteur de précipitation des protéines 
A partir des résultats précédents, nous avons choisi de travailler avec fOPN 13,5 µM, 
représentant de l’OPN, et FET 8 µM pour étudier l’influence de l’uranium sur cette propriété. 
L’incubation a été réalisée à 37°C pendant 2 h et 24 h pour chacune des deux protéines. 
L’uranium 1 µM et 5 µM a également été ajouté à un échantillon de phosphate de calcium en 
absence de protéine et 1 µM dans un échantillon contenant aussi TF. Les résultats obtenus 
sont présentés dans la Figure 5.6. 
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Figure 5.6 : Concentrations de calcium, de phosphore et d’uranium dans les surnageants des 
échantillons en présence d’un excès du phosphate de calcium en fonction de la concentration initiale 
d’uranium. 
(a) : incubation à 37°C pendant 2 h, (b) : incubation à 37°C pendant 24 h. 
On constate qu’en absence de FET ou d’OPN, avec ou sans TF, la précipitation de 
phosphate de calcium est identique à celle observée en l’absence d’uranium. Aucune 
présence d’uranium n’est d’ailleurs détectée dans les surnageants, ce qui implique 
également la précipitation de l’uranium. 
En présence de FET ou de fOPN, aucune modification significative de la concentration du 
calcium et du phosphore dans les surnageants n’est observée en présence de 
concentrations croissantes en uranium. Ceci démontre que l’uranium n’a aucun effet sur 
l’activité d’inhibition de précipitation du phosphate de calcium de FET jusqu’à 2 h et de fOPN 
jusqu’à 24 h. Il faut également noter que la totalité de l’uranium reste en solution et ce, quelle 
que soit la concentration en protéine. Pour des concentrations inférieures à la stoechiométrie 
des complexes protéine :U (par ex, concentration en uranium < 8µM dans le cas de FET), on 
peut simplement faire l’hypothèse de la formation de complexes protéine-U. Par contre à des 
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concentrations supérieures, l’uranium reste soluble en présence d’ions phosphate malgré les 
faibles constantes de solubilité de l’orthophosphate d’uranium (UO2)3(PO4)2.4H2O (logKsolubilité 
= - 48,48 ± 0,16)207 et de l’autunite Ca(UO2)2(PO4)2.3H2O (logKsolubilité = - 48,36 ± 0,03)
208. Le 
cas de l’uranium à 16 µM en présence de FET 8 µM illustre bien ce fait, une stœchiométrie 
1: 1 des complexes ayant été montrée dans le chapitre 4. Ceci semble indiquer que FET 
inhibe également la précipitation de ces formes d’uranium. 
De façon similaire à ce qui a été observé précédemment, FET perd cette capacité après 24 h 
à 37°C. Dans ce cas, il semble également que la solubilité de l’uranium soit affectée. Ainsi 
les concentrations en solution sont inférieures aux concentrations attendues (8 µM). Il 
semble donc dans ce cas qu’une partie de l’uranium ait précipité sous forme de phosphate 
d’uranium.  
5.2.3.3. Étude de la taille des particules protéine-Ca-P 
Nous avons ensuite étudié la taille des particules en présence et en absence d’uranium. Le 
diamètre hydrodynamique de ces particules a été mesuré en DLS. Les résultats présentés 
dans la Figure 5.7 sont représentatifs d’au moins de 98,5 % de la population des particules 
en solution. 
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Figure 5.7 : Diamètre hydrodynamique des particules protéine-Ca-P pour des concentrations en uranium 
croissantes. 
Les protéines seules fOPN et FET ont une taille moyenne de (7 ± 2) nm et (9 ± 2) nm 
respectivement, caractéristique de la taille des protéines en solution. En présence de 
phosphate de calcium, on constate une augmentation de la taille des particules en solution, 
environ 9 fois la taille de la protéine dans le cas de fOPN, et 38 fois pour FET. Ceci pourrait 
s’expliquer par une différence dans les mécanismes d’inhibition de la précipitation de Ca-P 
par ces deux protéines. En effet, comme nous l’avons décrit succinctement au début de ce 
paragraphe, les clusters formés entre FET et phosphate de calcium grossissent rapidement 
pour former des agglomérats secondaires de taille hydrodynamique supérieure à 150 nm.107 
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Par contre, OPN a également une action inhibitrice de la croissance des cristaux 
d’hydroxyapatite. On peut donc raisonnablement penser que les clusters formés seront de 
taille moins importante. 
En présence d’uranium, on remarque que, quand la concentration de ce dernier augmente 
de 0 à 16 µM, le diamètre hydrodynamique des particules diminue progressivement dans le 
cas de l’OPN pour aboutir à des particules de taille proche de celle de la protéine. Ces 
résultats semblent montrer que la présence d’uranium a un effet retard, concentration ––
dépendant, sur l’agrégation des particules. 
Dans le cas de FET, l’analyse des résultats est plus compliquée compte tenu de l’action 
transitoire de FET à cette concentration. L’addition d’uranium semble également influencer la 
taille des particules de la même manière que dans le cas d’OPN, exception faite du cas où la 
concentration en uranium est de 16 µM, la taille des particules mesurée redevenant 
comparable à celle des protéines seules. A noter que cette expérience est difficilement 
comparable à celles réalisées en ICP/MS car les échantillons ont été conservés 24h à 4°C 
avant analyse. On peut cependant ici faire l’hypothèse que l’effet inhibiteur de la protéine ne 
soit pas altéré par la complexation de l’uranium sauf à forte concentration (16 µM) où le 
système de particules de calciprotéines se trouve brusquement déstabilisé. 
5.2.3.4. Mise en évidence des interactions protéine-uranium en présence de Ca-P 
Nous avons ensuite voulu voir si l’interaction de l’uranium et chaque protéine individuelle en 
présence d’un excès de phosphate de calcium était conservée ou si l’uranium restait en 
solution sous forme de particules stabilisées par les protéines. Pour ce faire, un mélange 
d’uranium et des protéines testées individuellement : TF 32 µM, FET 8 µM, eOPN 8 µM en 
présence d’un excès de phosphate de calcium (5 mM) a été réalisé dans le tampon : TRIS 
50 mM, NaCl 150 mM à pH 7,4. La Figure 5.8 représente les électrophérogrammes obtenus 
en CE-ICP/MS pour les différents mélanges. 
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Figure 5.8 : Analyses des surnageants des 
échantillons de (a) TF-, (b) FET-, (c) eOPN-
uranium en présence de 5 mM phosphate de 
calcium. 
 1- Ca, 2- P élué par un rinçage de tampon, 3- 
uranium sorbé, 4- FET-U, 5- eOPN-U. 
Echantillons : (a) TF 32 µM, (b) FET 8 µM, (c) eOPN 8 µM 
en présence d’uranium 1 µM, CaCl2 5 mM, et Na2HPO4 5 
mM dans TRIS 50 mM, NaCl 150 mM à pH 7,4, incubation 
à 37°C pendant 2 h. 
Injection 0,5 psi – 5 s.  
Séparation : capillaire de silice 64 cm x 75 µm i.d., 
électrolyte : TRIS 10 mM, NaCl 15 mM à pH 7,4, 25 kV à 
25°C.  
Détection : ICP/MS à m/z = 238 ; 44 ; 31 mode collision 
(DHe = 4,3 ml/min). Liquide additionnel : HNO3 1 mM.  
 
 
Une analyse qualitative de ces électrophérogrammes montre que les concentrations en P, 
Ca, et U sont beaucoup plus faibles dans la solution contenant TF que dans les deux autres 
solutions. Les surfaces des pics de Ca, de P et de U total de l’échantillon contenant la TF qui 
ne représente que (6,5 ± 0,5) % pour Ca, (36 ± 4) % pour P et (4,2 ± 0,5) % pour U des 
surfaces obtenues dans les échantillons contenant FET / eOPN. Ceci confirme les résultats 
obtenus en analyse directe par ICP/MS, à savoir une précipitation importante de ces 
éléments dans les échantillons contenant TF, contrairement à ceux contenant FET et eOPN. 
En présence d’une concentration en phosphate 150 fois plus importante que celle de la 
protéine, l’uranium n’est plus complexé par TF (figure 5.8 a). Par contre, (59 ± 3) % de 
l’uranium est complexé par FET et (58 ± 3) % par l’eOPN, ce qui est en accord avec les 
pourcentages d’uranium complexé par ces protéines en absence de phosphate de calcium 
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dans un milieu TRIS 50 mM, NaCl 150 mM à pH 7,4. Il semble donc que l’interaction entre 
FET/eOPN et le phosphate de calcium n’interfère pas avec celle de l’uranium et que les sites 
impliqués soient différents. Ceci confirme également qu’à cette concentration (1 µM), 
l’uranium en solution se trouve lié à la protéine et non pas sous forme de phosphate 
d’uranyle. 
A noter qu’aucun signal de calcium ou de phosphore n’a été observé dans les complexes 
FET- ou eOPN-U. Le calcium migre sous forme cationique en début d’électrophérogramme 
(µep = (3,9 ± 0,2). 10-8 m2.V-1.s-1), le phosphate présentant une très forte densité de charge 
négative, sort pendant l’étape de rinçage du tampon à 16 min. Ceci semble montrer que les 
particules de Ca-P avec les protéines ont été dissociées lors de la dilution importante 
occasionnée par l’injection ou pendant la séparation. 
5.2.4. Conclusion 
L’étude de la précipitation du phosphate de calcium nous a permis d’intégrer le couplage CE-
ICP/MS dans une approche multi-techniques. Nous avons ainsi montré de manière 
quantitative l’inhibition de la précipitation du phosphate de calcium par FET et OPN ainsi que 
l’action transitoire de ces protéines, grâce à l’utilisation de l’ICP/MS. De plus, nous avons 
montré que la présence d’uranium ne semble pas modifier cette action. Cependant, les 
études en DLS révèlent que l’action d’inhibition de la croissance des cristaux de l’OPN est, 
elle, altérée par la présence d’uranium, et ce de manière concentration-dépendante. Enfin, 
par couplage CE-ICP/MS, nous avons montré que dans ces systèmes, à faible concentration 
en uranium (rapport protéine : uranium 8 : 1), l’uranium est solubilisé par formation d’un 
complexe avec les protéines et non par séquestration d’un précipité d’autunite ou 
d’orthophosphate d’uranyle par ces dernières. Des expériences complémentaires, 
notamment à plus forte concentration en uranium, devront être réalisées pour compléter ce 
travail. 
 
5.3. Analyse d’un sérum humain en présence d’uranium 
Le sérum est un milieu complexe qui contient des protéines, des peptides, des petits ions 
organiques, etc. L'analyse de sérum est classiquement réalisée à pH 10 (notamment avec le 
système Paragon CZETM 2000), ce qui est incompatible avec le maintien des interactions 
protéine-uranium.209,210 Le but de cette partie est d’évaluer le couplage CE-ICP/MS dans 
l’analyse de ce type d’échantillon en présence d’uranium.  
Chapitre 5 : Application du couplage CE-ICP/MS au criblage des protéines cibles de l’uranium 
 
 
143 
5.3.1. Préparation des échantillons 
Les protéines : transferrine (TF), α2- macroglobuline (A2MH), albumine (HSA), fétuine-A 
(FET), apolipoprotéine (APA1) ont été achetées chez Sigma-Aldrich (Lyon, France), 
l’hémopexine (HEMO) chez BioMac GmbH (Leipzig, Allemagne), les compléments 3 (CO3) 
et 4 (CO4) chez BiosPacific (Emeryville, Ca, US), l’α1-acide glycoprotéine (A1AH) chez 
Fluka Sigma-Aldrich, (Lyon, France), l’immunoglobuline G humaine (IgG) et la 
céruloplasmine (CERU) chez Calbiochem (Merck Chemicals, Fontenay-sous-Bois, France). 
Toutes les protéines ont une pureté supérieure à 98 % et ont été dialysées dans l’électrolyte 
(TRIS 10 mM, NaCl 15 mM à pH 7,4) à l’aide d’une membrane de 10 kDa (à l’exception de la 
FET purifiée par SEC, cf annexe 1) avant leur utilisation. Pour déterminer leur mobilité 
électrophorétique, chaque protéine a ensuite subi si nécessaire une dilution supplémentaire 
dans l’électrolyte pour atteindre la concentration désirée avant analyse. Les concentrations 
utilisées sont présentées dans le Tableau 5.2. Le sérum humain est un pool de serums issu 
de la collecte sur des volontaires sains sans ajout d’anticoagulant ou traitement par le citrate 
(PPA GmbH, Pashing, Autriche).  
Pour les expériences visant à déterminer les cibles de l’uranium, le sérum humain a été dilué 
10 fois, 5 fois et 4 fois dans l’eau et incubé en présence d’uranium 1 µM. L’incubation a été 
réalisée à 37°C pendant 4 h. Les mélanges de protéines standards (1) : TF 12 µM, HSA 200 
µM, A1AH 6 µM et (2) : TF 12 µM, FET 4 µM, A1AH 6 µM ont été réalisés dans l’électrolyte 
TRIS 10 mM, NaCl 15 mM à pH 7,4. Les conditions d’incubation sont identiques à celles 
utilisées précédemment (37°C pendant 4 h). 
Un marqueur neutre a été utilisé afin de déterminer la mobilité électroosmotique. En CE-UV : 
DMSO 0,1 % obtenu par dilution dans l’électrolyte de DMSO (Sigma-Aldrich) a été utilisé. En 
CE-ICP/MS, celui-ci a été remplacé par le TBP (Sigma-Aldrich) 0,01 % dans le DMSO 2 %.  
5.3.2. Méthodes d’analyses 
Deux types de capillaire, silice ou neutre recouvert par l’HPC (Ld / Lt 54 / 64 cm x 75 µm i.d. 
en CE-UV, et Ld / Lt 64 / 64 cm x 75 µm i.d. en CE-ICP/MS), ont été utilisés. Une injection de 
marqueur neutre à 0,2 psi pendant 3 s suivie par l’injection de l’échantillon à 0,5 psi pendant 
5 s a été réalisée. La séparation a été réalisée à 25°C, à 25 kV pour le capillaire de silice et – 
30 kV + 0,2 psi pour le capillaire recouvert par l’HPC, et à pH 7,4 grâce à l’électrolyte TRIS 
10 mM, NaCl 15 mM. Le liquide additionnel du couplage CE-ICP/MS utilisé est fonction de la 
nature du capillaire : HNO3 1 mM pour le capillaire de silice et TRIS 5 mM à pH 7,4 pour le 
capillaire recouvert par l’HPC. La détection a été réalisée en UV à 214 nm, et en ICP/MS à 
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m/z = 31 pour le phosphore (détection du marqueur neutre) et m/z = 238 pour l’uranium avec 
une acquisition à 1 s/point pour chaque élément. 
5.3.3. Résultats 
5.3.3.1. Détermination de la mobilité électrophorétique des protéines sériques en CE-
UV  
Tout d’abord, chacune des 11 protéines a été analysée en CE-UV afin de mesurer sa 
mobilité électrophorétique. Le Tableau 5.2 récapitule les informations disponibles pour ces 
protéines (masse molaire, concentration dans le sérum, affinité pour l’uranium), ainsi que les 
concentrations que nous avons utilisées et les mobilités électrophorétiques obtenues en CE-
UV. Les résultats montrent qu’à pH 7,4, toutes les protéines testées sont chargées 
négativement, avec des mobilités électrophorétiques variant entre -2,6.10-9 et - 2,0. 10-8  
m2.V-1.s-1 avec RSD ≤ 5 % (n = 2). Ces valeurs de mobilités électrophorétiques étant très 
proches les unes des autres, il est à prévoir que le système CE dans ces conditions ne 
permettra pas d’obtenir une bonne séparation pour toutes les protéines sériques. En effet, la 
séparation des protéines à pH 7,4 en absence de surfactant est souvent peu efficace. A titre 
d’exemple, dans le travail de Matczuk et al.138 concernant l’étude des interactions entre 
nanoparticules d’or et protéines dans un sérum dilué 1000 fois en utilisant le couplage CE-
ICP/MS, le nombre de plateaux obtenu est d’environ de 3300. Dans notre cas, le nombre 
maximal de plateaux obtenus pour les protéines intactes en CE-UV est de 5000. La 
séparation de protéines ayant des mobilités électrophorétiques différant de 15 % (ex : 
HSA/FET) nécessiterait un nombre de plateaux d’environ 10000-12000 pour compenser la 
faible sélectivité. 
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Tableau 5.2 : Mobilités électrophorétiques des 11 protéines sériques en CE-UV. 
Protéine C (µM)* Masse molaire (g/mol)* pI* 
Kd (M) 
Protéine –U** 
Cutilisée en CE 
(µM)*** 
µep 
(m2V-1s-1)*** 
RSD µep (%) 
*** 
IgG 66 - 100 150000 6 2,00.10-5 60 -2,61.10-9 4,0
TF 25 - 50 80000 6,18 2,80.10-6 12,5 -8,66.10-9 5,0
CO4 1,0 – 2,6 193000 6,6 1,10.10-6 12 -9,40.10-9 5,1
HEMO 9 - 22 51600 - 4,00.10-6 9 -1,07.10-8 1,3
CO3 3 - 7 187000 6,02 1,10.10-6 7,5 -1,08.10-8 2,1
APA1 29 - 68 30800 5,56 1,00.10-5 30 -1,15.10-8 1,1
A2MG 9 - 24 163000 6,03 1,65.10-6 14,3 -1,35.10-8 4,4
HSA 500 - 800 66500 5,9 1,70.10-5 15 -1,44.10-8 2,3
FET 8 - 18 48000 6,9 3,00.10-8 8 -1,68.10-8 0,4
CERU 1,5 – 4,5 134000 5,4 1,15.10-5 7,8 -1,84.10-8 4,0
A1AH 14 – 34 40800 4,93 1,50.10-6 11,4 -1,98.10-8 5,0
* Données issues de la base de données UniProtKB/Swiss-Prot. 
** Données obtenues par Basset et al. en SPR en se basant sur l’hypothèse simplifiée de l’existence d’un équilibre unique : Prot + UO2
2+ Prot-UO2
2+.44 
*** Données obtenues en CE-UV dans ce travail : injection : marqueur neutre DMSO 0,1 % (0,2 psi – 3 s) suivi par l’échantillon (0,5 psi – 5 s), séparation dans 
l’électrolyte TRIS 10 mM, NaCl 15 mM, pH 7,4, 25 kV à 25°C, capillaire de silice Ld / Lt = 54 / :4 cm x 75 µm i.d, détection : UV à 214 nm. 
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La Figure 5.9 a représente la distribution de ces 11 protéines en fonction de leur mobilité 
électrophorétique et de leur concentration dans le sérum et la Figure 5.9 b, 
l’électrophorégramme d’une analyse d’un sérum humain dilué 10 fois dans l’eau. On 
constate une bonne adéquation entre la répartion des protéines et l’électrophérogramme 
obtenu. On confirme également que la résolution est insuffisante dans le cas de tels 
échantillons. 
  
Figure 5.9 : (a) Répartition de 11 protéines sériques en fonction de leur mobilité électrophorétique et de 
leur concentration dans le sérum (b) Analyse d’un sérum humain dilué 10 fois en CE-UV. 
Injection : DMSO 0,1 % à 0,2 psi – 3 s, suivie par l’injection de l’échantillon à 0,5 psi – 5 s.  
Séparation : capillaire de silice (Ld / Lt :54 / 64 cm x 75 µm i.d.), électrolyte : TRIS 10 mM, NaCl 15 mM à pH 7,4, 25 kV à 25°C. 
Détection : UV à 214 nm.  
5.3.3.2. Analyse d’un sérum humain en présence de l’uranium en CE-ICP/MS 
En présence d’échantillons contenant de fortes concentrations en protéines, une adsorption 
de ces protéines à la surface du capillaire doit être envisagée. Afin de vérifier la présence 
d’une telle adsorption durant la séparation, des échantillons de sérum à différentes dilutions 
(10 fois, 5 fois et 4 fois dans l’eau) ont été incubés pendant 4 h à 37°C en présence 
d’uranium 1 µM, en utilisant soit un capillaire de silice, soit un capillaire neutre recouvert par 
de l’HPC. La figure 5.10 représente les électrophérogrammes dans les deux types de 
capillaire. 
1 0 -1 -2 -3
0
5
10
15
20
EOF
m
A
U
µep (10-8 (m2.V-1.s-1))
b
1 0 -1 -2 -3
0
30
60
90
400
500
600
700
IgG
TF
CO4
HEMO
CO3
APA1
A2MG
HSA
FET
CERU
A1AH
[P
ro
té
in
e]
 (
µ
M
)
µep (10-8 (m2.V-1.s-1))
a 
 Chapitre 5 : Applications du couplage CE-ICP/MS au criblage des protéines cibles de l’uranium 
 
147 
 
 
Figure 5.10 : Analyse des sérums humains à différents facteurs de dilution en présence d’uranium  
en CE –ICP/MS (a) dans le capillaire de silice et (b) dans le capillaire neutre d’HPC. 
1- pic correspondant aux complexes protéines -uranium, 2- au rinçage par l’électrolyte, 3- au rinçage par 
l’acide nitrique. 
Échantillons: sérums dilués dans l’eau en présence d’U à 1 µM, incubés 37°C / 4 h.  
Injection : TBP 0,01 % dans le DMSO 2 % à 0,2 psi - 3 s, suivi par l’injection de l’échantillon à 0,5 psi – 5 s. 
Séparation : (a) capillaire de silice (64 cm x 75 µm i.d.) 25 kV à 25°C, (b) capillaire recouvert par l’HPC (64 cm x 75 µm i.d.) - 30 
kV + 0,2 psi à 25°C ; électrolyte : TRIS 10 mM, NaCl 15 mM à pH 7,4. 
Détection : ICP/MS à m/z = 238. Liquide additionnel : (a) HNO3 1 mM ; (b) TRIS 5 mM à pH 7,4. 
Quelle que soit la dilution, on observe la présence d’un pic unique de protéine complexant 
l’uranium. Le Tableau 5.3 récapitule les temps de migration, les mobilités électrophorétiques 
ainsi que les pourcentages de complexes protéine-uranium obtenus pour ces différentes 
dilutions. 
Tableau 5.3 : Résultats obtenus dans les analyses du sérum – uranium en CE-ICP/MS.  
 
Capillaire de silice Capillaire neutre d’HPC 
Dilution  tm (min) µep (m
2. V-1. s-1) % Prot-U tm (min) % Prot-U 
10 fois* 7,2 ± 0,3 (-1,69 ± 0,2).10-8 64 ± 5 8,40 ± 0,08 64 ± 2 
5 fois* 11 ± 1 (-1,72 ± 0,4).10-8 65 ± 6 8,37 ± 0,04 78 ± 3 
4 fois* 11,8 ± 0,1 (-1,86 ± 0,2).10-8 71 ± 4 8,390 80,3 ± 0,2 
* n = 2 
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Les résultats montrent que le temps de migration du pic protéine(s)-U diminue dans le 
capillaire de silice lorsque la dilution augmente. Ceci semble caractériser une adsorption des 
protéines sur le capillaire de silice, qui a pour conséquence une diminution de la mobilité 
électroosmotique par masquage des silanols. Cependant, on constate qu’à partir d’une 
dilution de 5, la mobilité électrophorétique reste constante. Pour des dilutions moins 
importantes, on observe des variations de 10 % dans le capillaire de silice, ce qui constitue 
une variation acceptable pour des analyses d’échantillons biologiques. A titre d’exemple, une 
variation de 20 % de la mobilité électrophorétique du liposome de cisplatine (de -1,48. 10-8 
m2.V-1.s-1 à -1,79. 10-8 m2.V-1.s-1) en présence de 0 à 50 % de plasma a été observée dans 
les analyses en CE-ICP/MS en utilisant un capillaire de silice par Nguyen et al.147 Ce 
phénomène d’adsorption n’est pas observé sur le capillaire neutre d’HPC où les temps de 
migration restent constants quelle que soit la dilution. 
On constate néanmoins que la dilution des échantillons conduit à une diminution de la 
proportion de complexe conformément à la loi d’action de masse. Les pourcentages de 
complexe sont de (64 ± 5) % dans le capillaire de silice et de (64 ± 2) % dans le capillaire 
neutre d’HPC pour l’échantillon de sérum dilué 10 fois et de (71 ± 4) % et (80 ± 1) % pour 
l’échantillon dilué 4 fois. Des essais réalisés avec des solutions de FET 10 µM et 5 µM 
incubées en présence d’uranium 1 µM ont montré que les pourcentages de complexe FET-U 
sont de (95 ± 4)% et (80 ± 5)% respectivement.  
La Figure 5.11 représente les électrophorégrammes issus de l’analyse d’un sérum dilué 5 
fois en présence d’uranium en CE-UV (en noir) et en CE-ICP/MS (en bleu). Les 
électrophorégrammes sont présentés en fonction de la mobilité électrophorétique calculée à 
partir du temps de migration des analytes dans les deux systèmes afin de s’affranchir des 
variations de mobilité électroosmotique et de faciliter la correspondance entre les deux 
détections. 
Comme nous l’avons annoncé plus haut, le système n’est pas assez résolutif pour séparer 
l’ensemble des protéines sériques et on constate en UV uniquement la présence de 3 
groupes de protéines globalement négatives, un groupe de mobilités comprises entre 0 et -
5.10-9 m2.V-1.s-1, un groupe de mobilités comprises entre - 7.10-9 et - 1,3.10-9 m2.V-1.s-1 et 
enfin un groupe mobilités comprises entre - 1.4 et - 2,2.10-8 m2.V-1.s-1. Les résultats montrent 
que l’uranium semble lié aux protéines de ce dernier groupe. 
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Figure 5.11 : Analyses d’un sérum humain incubé en présence d’uranium 
en CE-UV (en noir) et en CE-ICP/MS (en bleu) 
Échantillon: sérum dilué 5 fois dans l’eau en présence d’U à 1 µM.  
Injection : TBP 0,01 % dans le DMSO 2 % à 0,2 psi - 3 s, suivi par l’injection de l’échantillon à 0,5 psi – 5 s. 
Séparation : capillaire de silice (CE-UV : Ld / Lt 54 / 64 cm x 75 µm i.d. et CE-ICP/MS : 64 cm x 75 µm i.d.) électrolyte : TRIS 10 
mM, NaCl 15 mM à pH 7,4, 25 kV à 25°C. 
Détection : UV à 214 nm, ICP/MS à m/z = 238 (1 s/point) ; 31 (1 s/point). Liquide additionnel  HNO3 1 mM. 
 
5.3.3.3. Analyse de mélanges standards de protéines sériques 
Afin de tenter une identification des protéines liées à l’uranium dans le sérum et en absence 
d’un détecteur de spectrométrie de masse moléculaire, nous avons réalisé des mélanges 
standards de protéines. Parmi les 11 protéines sériques répertoriées dans le Tableau 5.2, 
nous avons choisi 3 protéines : HSA, A1AH et FET dont les mobilités électrophorétiques sont 
comprises dans la gamme - 1.4 et - 2,2.10-8 m2.V-1.s-1. CERU a été écartée en prenant en 
compte sa concentration et sa constante d’affinité, publiée par C.Basset et al.44 Bien 
qu’ayant une mobilité électrophorétique supérieure à la gamme de mobilités où se situe(nt) 
la(les) cible(s) de l’uranium, TF a été rajoutée comme protéine de référence. Cependant, 
dans les conditions d’analyse que nous avons utilisées, il y a co-migration entre HSA et FET 
et nous avons donc réalisé deux mélanges standards de protéines dont les concentrations 
sont proportionnelles à celles dans le sérum. Le premier mélange contient TF 12 µM, HSA 
200 µM, A1AH 6 µM et U 1 µM, et dans le deuxième, HSA 200 µM est remplacé par FET 4 
µM. 
La Figure 5.12 représente les électrophérogrammes de ces deux mélanges de protéines 
standards en présence d’uranium à la fois en CE-UV (en noir) et en CE-ICP/MS (en bleu). 
Dans la Figure 5.12 a, la trace en uranium montre que dans le mélange de TF, HSA et 
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A1AH, (2,6 ± 0,2) % de l’uranium est complexé par TF et (12 ± 2) % par HSA. Aucun 
complexe avec A1AH n’a été détecté. Il faut noter que si le rapport de concentrations entre 
HSA et TF est de 16, le rapport des concentrations de leurs complexes respectifs est 
seulement de 5. Ceci reflète bien la plus forte affinité de TF pour l’uranium, par rapport à 
celle de HSA. Lorsque HSA est remplacée par FET à une concentration 50 fois plus faible 
(Figure 5.12 b), la totalité de l’uranium fixé aux protéines, (71 ± 2) %, est fixé par FET. On ne 
détecte plus le complexe TF-U. 
  
Figure 5.12 : Analyse de deux mélanges protéines standards en présence de l’uranium  
en CE-UV (en noir) et en CE-ICP/MS (en bleu). 
1- TF, 2- HSA, 3- A1AH, 4- FET. 
Échantillons: (a) TF 12 µM, HSA 200 µM, A1AH 6 µM et U 1 µM, (b) TF 12 µM, FET 4 µM, A1AH 6 µM et U 1 µM incubés 37°C/4 
h.  
Injection : TBP 0,01 % dans le DMSO 2 % à 0,2 psi - 3 s, suivi par l’injection de l’échantillon à 0,5 psi – 5 s. 
Séparation : capillaire de silice (CE-UV : Ld / Lt 54 / 64 cm x 75 µm i.d. et CE-ICP/MS : 64 cm x 75 µm i.d.) électrolyte : TRIS 10 
mM, NaCl 15 mM à pH 7,4, 25 kV à 25°C. 
Détection : UV à 214 nm, ICP/MS à m/z = 238 (1 s/point) ; 31 (1 s/point). Liquide additionnel  HNO3 1 mM. 
La Figure 5.13 représente les électrophérogrammes superposés des deux mélanges de 
protéines standards et du sérum dilué 5 fois en utilisant la détection de l’uranium par 
ICP/MS. Les résultats montrent que ce dernier électrophérogramme est très proche de celui 
du mélange contenant FET. Il semble donc que la FET soit clairement la principale cible de 
l’uranium. Cependant, nous ne pouvons exclure une participation de l’albumine à la 
complexation de l’uranium. Ceci démontre la nécessité d’envisager l’utilisation d’un détecteur 
de spectrométrie de masse moléculaire pour identifier les protéines liées à l’uranium. 
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Figure 5.13 : Comparaison des électrophorégrammes obtenus lors de l’analyse des deux mélanges de 
protéines standards et du sérum dilué 5 fois en présence d’uranium en CE-ICP/MS. 
Conditions d’analyse identiques à celles des Figures 5.11 et 5.12. 
5.3.4. Conclusion  
Nous avons montré que l’analyse d’un sérum humain est possible en CE-ICP/MS par simple 
dilution des échantillons. Bien que le système souffre d’un manque évident de résolution, la 
comparaison des électrophérogrammes avec ceux obtenus pour différents mélanges de 
protéines standards apporte une preuve supplémentaire de l’importance de FET dans la 
complexation de l’uranium dans le sang. Cependant, l’ICP/MS ne permet pas l’identification 
univoque de ces protéines et le recours à un couplage avec la spectrométrie de masse 
moléculaire devra être envisagé. 
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Conclusion générale et perspectives 
L’objectif de cette thèse était de concevoir un outil analytique capable de contribuer aux 
études sur la toxicité de l’uranium en déterminant les protéines cibles de l’uranium. Ceci 
impliquait de prendre en compte la nature dynamique du métalloprotéome de l’uranium et 
donc le travail sur des échantillons biologiques complexes. Nous avons choisi de développer 
un couplage CE-ICP/MS et d’évaluer son apport dans le criblage de protéines cibles de 
l’uranium. 
Un couplage CE-ICP/MS a donc été mis en place au laboratoire, dont l’interface repose sur 
l’ajout de liquide additionnel. Celle-ci a été optimisée afin de limiter les phénomènes 
d’aspiration et de refoulement dus à la différence de débits entre la CE et l’ICP/MS. Toutefois 
une aspiration résiduelle à l’injection conduit à l’injection de volumes 4,5 fois plus importants 
qu’en CE-UV. L’analyse de mélanges de protéines préalablement incubés en présence 
d’uranium montre que les erreurs relatives sur les surfaces de pic et sur les mobilités 
électrophorétiques n’excèdent pas 5 %, témoignant de la reproductibilité de ce couplage. 
Dans le cas de l’uranium, en l’absence de tout phénomène de compétition, la théorie prévoit 
que la dissociation peut être négligée pour des complexes possédant des constantes de 
formation supérieures à 109,5 M-1..Ceci est illustré par le cas de FET où aucune modification 
significative du complexe n’a été observée lors de séparations de durées variables, grâce à 
sa forte affinité. 
Nos études ont démontré que les conditions d’analyse sont un des points-clés, lorsqu’on 
s’intéresse à des espèces non-covalentes. Ainsi, le choix du pH de l’électrolyte, en 
particulier, est dicté par le pH de l’échantillon. Un des verrous persistant à l’heure actuelle 
est la non-existence de capillaires inertes vis-à-vis de l’uranium et/ou des protéines. Ainsi, 
nous avons montré la sorption d’environ 6 à 10 % de l’uranium lors de l’injection d’une 
solution 1 µM de ce métal en présence de protéines très affines. De plus, une adsorption 
préférentielle de l’OPN semble exister dans ce type de capillaire. L’utilisation de capillaires 
neutres recouverts d’HPC semble plus prometteuse grâce à la diminution du taux des 
silanols. Toutefois, l’adsorption de l’uranium à la surface de ces capillaires n’est pas 
totalement inhibée (1 à 2 % dans les mêmes conditions). 
La méthode analytique a ensuite été validée par des études concernant l’interaction de 
l’uranium avec trois protéines cibles de l’uranium, recensées dans la bibliographie : la 
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transferrine, la fétuine et un fragment de l’ostéopontine. Les études individuelles sur ces 
protéines montrent que FET possède un site de forte affinité pour l’uranium tandis que fOPN 
possède plusieurs sites. Des études compétitives ont été réalisées afin de déterminer les 
constantes d’affinité pour l’uranium de ces différentes protéines. 
L’utilisation d’un compétiteur tel que le carbonate, dont les constantes de complexation avec 
l’uranium sont connues, a permis de déterminer les constantes de complexation avec FET. 
Cette étude a mis en évidence l’existence de deux espèces : un complexe FET(UO2
2+), logK1 
FET-U = 11,4 ± 0,3, et un complexe FET(UO2
2+)(CO3
2-), logK2 FET-U = 7,4 ± 0,1, en fonction des 
concentrations en carbonates présentes dans le milieu. Grâce à ces constantes, FET a, à 
son tour, été utilisée comme compétiteur dans les études de complexation de l’uranium par 
fOPN et TF. Dans le cas de fOPN, la constante de complexation relative à la formation d’un 
complexe 1 :1 a été calculée comme étant logK1 fOPN-U = 11,5 ± 0,3. Les résultats montrent 
l’existence d’un second site d’affinité dont la constante a été évaluée, logK2 fOPN-U = 12,5, et 
semble indiquer une coopérativité inter-site. Quant à TF-U qui forme un complexe d’affinité 
modérée avec l’uranium, dont l’existence est affectée par la compétition des silanols de 
surface du capillaire, la constante de complexation a été estimée en première 
approximation : logK1 TF-U = 9,7 ± 0,4. Ceci ne représente néanmoins qu’un ordre de 
grandeur. Ces résultats sont en avec ceux obtenus par Vidaud et al. notamment en SPR, et 
confirment l’applicabilité de cette méthode dans l’étude des complexes non-covalents de 
l’uranium. 
Les atouts d’un tel couplage sont sa rapidité, l’utilisation de faibles volumes mais aussi la 
facilité d’interprétation des résultats. Ceux-ci ont été illustrés au travers de trois applications 
différentes. 
Le potentiel de la détection multi-élémentaire de l’ICP/MS a été démontré dans l’étude de 
l’influence des métaux présents dans le sang sur la complexation de l’uranium par les 
protéines en détectant simultanément trois métaux. Les résultats montrent qu’avec des 
concentrations en métal 10 à 100 fois supérieures à celle de l’uranium, la répartition de 
l’uranium entre les trois protéines n’est que peu altérée. Les protéines ne perdent pas plus 
de 11 % de l’uranium initialement complexé. On note toutefois l’aptitude de ces protéines à 
fixer des métaux de transition, en faibles quantités cependant. Ainsi la présence de 
complexes FET-Zn, OPN-Zn et OPN-Fe a été détectée. Dans ce dernier cas, il faut signaler 
que la présence de fer dans l’OPN a été détectée lors de l’addition de Fe(II) à l’échantillon 
mais aussi en présence de TF-Fe, ce qui semble montrer la capacité de l’OPN à fixer 
indifféremment Fe (II) et Fe (III). 
La seconde problématique traitée concerne l’inhibition de la précipitation du phosphate de 
calcium par FET et OPN. L’influence de l’uranium sur cette propriété commune à ces deux 
protéines a été étudiée. Pour cela, nous avons mis en place une méthodologie basée sur 
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l’utilisation conjointe de différentes techniques : mesure des concentrations en solution par 
ICP/MS, évaluation de la taille des agrégats par DLS et détection de la formation de 
complexes protéine-U par CE-ICP/MS. La présence de l’uranium a été démontrée comme 
n’ayant aucun effet sur la précipitation du phosphate de calcium. Cependant, on note une 
diminution de la taille des particules en solution. Le couplage CE-ICP/MS montre le maintien 
de complexe protéine-uranium en présence d’une concentration en calcium 5000 plus fois 
plus importante que celle de l’uranium, information non accessible par les autres méthodes 
utilisées. 
Enfin, l’analyse d’un sérum humain par simple dilution des échantillons démontre le grand 
potentiel du couplage CE-ICP/MS dans la détermination des protéines cibles de l’uranium 
dans les fluides biologiques. Bien que le système souffre d’un manque de résolution, 
l’utilisation de mélanges de protéines standards démontre que la FET est la cible la plus 
importante de l’uranium dans le sang, ce qui est en accord avec les résultats obtenus par les 
études réalisées en SPR. Ces analyses sont relativement rapides (moins de 20 min), 
complètement automatisées et consomment peu d’échantillon (100 pmol). 
En conclusion, ce couplage CE-ICP/MS constitue certainement une alternative 
complémentaire à l’ensemble de techniques séparatives utilisées dans la recherche des 
cibles de l’uranium dans les fluides biologiques. Toutefois, l’adjonction d’une détection 
spectrométrie de masse moléculaire à ce couplage se révèle incontournable pour identifier 
sans ambiguïté les protéines cibles de l’uranium. Si cet outil ne possède pas la résolution 
suffisante à l’analyse d’échantillons réels, il pourra cependant être intégré dans un dispositif 
séparatif multi-dimensionnel, impliquant par exemple la chromatographie d’exclusion 
stérique afin de gagner en sélectivité. Il faut cependant noter que dans le cas particulier de 
l’uranium, l’élaboration de supports inertes est d’une importance cruciale. 
Afin de contribuer à la compréhension des mécanismes d’action de l’uranium, la méthode 
pourra également être appliquée à l’analyse d’un sérum déplété des protéines majeures, afin 
d’avoir un accès aux protéines les moins abondantes, ou à d’autres types de fluides 
biologiques (urine, liquide cérébrospinal, etc.) pour élargir le domaine de recherche des 
cibles protéiques de l’uranium. Il faut aussi noter que cette technique est applicable dans la 
recherche des cibles protéiques d’autres métaux et des nanoparticules métalliques grâce au 
détecteur multi-élémentaire d’ICP/MS. 
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Annexes 
Annexe 1 : Purification de FET 
 
La fétuine-A a été purifiée par chromatographie d’exclusion stérique (SEC) à partir de la 
protéine de fœtus bovin commercialisée par Sigma-Aldrich (Figure A1.1). Une solution de 
FET à 8,6 mg/ml dans le tampon TRIS 50 mM, NaCl 150 mM à pH 7,4 a été injectée grâce à 
une boucle de 3 ml. La séparation a été réalisée sur une colonne préparative de G3000SW 
(21,5 mm i.d. x 30 cm, 13 µm) au moyen d’une élution isocratique du tampon utilisé pour 
l’injection à un débit de 4 ml/min. Des fractions de 1 ml allant de 59 ml jusqu’à 66 ml d’élution 
et correspondant à la protéine, selon les travaux de Basset et al.44, ont été collectées et 
concentrées par centrifugation avec un filtre présentant un cut-off à 10 kDa, puis conservées 
au congélateur à - 20 °C avant utilisation. 
 
 
Figure A1.1 : Chromatogramme de la purification de FET par SEC. 
Echantillon : FET 8,6 mg/ml dans TRIS 50 mM, NaCl 150 mM à pH 7,4. 
Conditions chromatographiques : injection : 3 mL, colonne : G3000SWn TSK gel, 21,5 mm i.d. x 30 cm, 13 µm, 
tampon d’élution : TRIS 50 mM, NaCl 150 mM à pH 7,4, débit :4 ml/min.  
Détection : UV à 280 nm. 
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Annexe 2 : Préparation de l’ostéopontine (OPN) 
A2.1. Purification de l’OPN 
L’ostéopontine bovine (OPN) Lacprodan®OPN-10 a été fournie par Arla Foods Ingredients, 
Aarhus, Danemark. Selon les informations transmises par cette société, l’échantillon contient 
15 % d’OPN entière (eOPN) et 85 % de son fragment le plus grand (fOPN). 
L’OPN a donc été purifiée par SEC. Un échantillon de 5 mg/ml dans le tampon TRIS 50 mM, 
NaCl 150 mM à pH 7,4 a été injecté (1 ml) puis séparé sur une colonne préparative 
G3000SW (21,5 mm i.d. x 30 cm, 13 µm). L’élution a été réalisée en mode isocratique avec 
le même tampon à un débit de 4 ml/min. Le chromatogramme correspondant à la purification 
de l’OPN est présenté dans la Figure A2.1. 
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Figure A2.1 : Chromatogramme de la purification d’OPN par SEC. 
Echantillon : OPN 5 mg/ml dans TRIS 50 mM, NaCl 150 mM à pH 7,4. 
Conditions chromatographiques : injection : 1 mL, colonne : G3000SWn TSK gel, 21,5 mm i.d. x 30 cm, 13 µm, tampon 
d’élution : TRIS 50 mM, NaCl 150 mM, pH 7,4, débit : 4 ml/min.  
Détection : UV à 280 nm. 
On obtient différentes fractions (nommées P1 - P5 par ordre d’élution) correspondant 
vraisemblablement à des composés issus de la dégradation de l’OPN. Selon les travaux de 
Qi et al.86, la fraction P2 correspond à la protéine entière et P3 à son fragment le plus grand. 
Les composés les plus abondants P2 (48 ml - 51 ml), P3 (55 ml – 60 ml) et P4 (72 ml -76 ml) 
(si on considère des coefficients d’extinction molaires équivalents) ont été collectés et 
concentrés par centrifugation avec un filtre de cut-off à 10 kDa, pour être soit utilisés 
directement, soit conservés au congélateur à - 20 °C. Les concentrations des protéines ont 
été déterminées en UV à 280 nm en utilisant les coefficients d’extinction massique  
(l.g-1.cm-1) utilisés par Qi et al.86, 0,21 pour eOPN et 0,42 pour fOPN. Quant à P4, nous 
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avons pris le même coefficient d’extinction que celui d’eOPN (0,21) afin d’estimer sa 
concentration. Nous avons donc obtenu 27,4 mg eOPN purifiée, 126,3 mg fOPN purifié et 
14,3 mg P4 purifiée. 
A2.2. Stabilité de l’OPN 
La présence de plusieurs fragments dans l’échantillon d’OPN nous a conduits à envisager 
son instabilité in vitro. Nous avons donc étudié la stabilité de l’OPN entière (eOPN) et de son 
fragment majeur (fOPN) dans les conditions d’incubation utilisées pendant les essais de 
complexation avec l’uranium. 
Pour cela, un échantillon de eOPN 1,6 mg/ml et un échantillon de fOPN 1,6 mg/ml dans le 
tampon TRIS 50 mM, NaCl 150 mM à pH 7,4 ont été analysés par SEC avant et après 
incubation à 37 °C pendant 2 h. Une colonne de SEC-3 (7,8 mm i.d. x 30 cm, 3 µm) avec 
une boucle d’injection de 150 µl a été utilisée. L’élution a été réalisée en mode isocratique 
avec le tampon utilisé pour l’injection, à un débit de 1 ml/min. La détection d’UV a été 
réalisée à 280 nm. Préalablement, une solution d’OPN non purifiée à 2,5 mg/ml a été 
injectée afin de vérifier la séparation dans ces conditions d’analyse. Le chromatogramme, 
présenté dans la Figure A2.2, est comparable à celui obtenu avec la colonne préparative 
(Figure A2.1). eOPN et fOPN ont été identifiés par des analyses individuelles de ces 
protéines purifiées, et les fractions restantes ont été dénommées P1’, P4’ et P5’. 
 
Figure A2.2 : Analyse d’un échantillon d’OPN non purifiée par SEC. 
Echantillon : OPN 2,5 mg/ml dans TRIS 50 mM, NaCl 150 mM à pH 7,4. 
Conditions chromatographiques : injection : 150 µl, colonne : SEC-3 (7,8 mm i.d. x 30 cm, 3 µm), tampon d’élution : 
TRIS 50 mM, NaCl 150 mM à pH 7,4, débit : 1 ml/min.  
Détection : UV à 280 nm. 
La Figure A2.3 représente les chromatogrammes obtenus pour eOPN et fOPN avant et 
après incubation. Les résultats montrent que l’étape d’incubation in vitro à 37 °C pendant 2 h 
n’induit aucun clivage de l’eOPN et de son fragment. Cependant, il faut bien noter que si 
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fOPN est présent sous la forme d’un pic unique dans le chromatogramme, le pic d’eOPN 
présente un épaulement représentant environ 10 % de fOPN, ce qui semble révéler une 
purification insuffisante de l’eOPN. 
0 2 4 6 8 10 12
0
25
50
75
100
125
A
b
s 
(m
A
U
)
Volume (ml)
a
 
0 2 4 6 8 10 12
0
50
100
150
200
250
b
A
b
s
 (
m
A
U
)
Volume (ml)  
Figure A2.3 : Chromatogrammes d’eOPN (a) et de fOPN (b) avant (-) et après incubation (-) 2h à 37°C. 
Echantillons : eOPN 1,6 mg/ml (a), fOPN 1,6 mg/ml (b) dans TRIS 50 mM, NaCl 150 mM à pH 7 
Conditions chromatographiques : Injection : 150 µl, colonne : SEC-3 (7,8 mm i.d. x 30 cm, 3 µm), tampon d’élution : TRIS 50 
mM, NaCl 150 mM à pH 7,4, débit : 1 ml/min.  
Détection : UV à 280 nm. 
Nous avons également envisagé l’étude de la stabilité à long terme afin d’envisager la 
conservation de cette protéine. Pour ce faire, un aliquot d’eOPN conservé à - 20 °C pendant 
deux ans a été analysé et les résultats ont été comparés à ceux obtenus pour un échantillon 
d’eOPN récemment purifiée. Le chromatogramme de la Figure A2.4 montre l’augmentation 
importante de l’épaulement correspondant à fOPN ainsi que l’apparition d’un pic 
correspondant à P5’ par analogie avec le chromatogramme présenté dans la Figure A2.2. En 
conclusion, l’eOPN n’est pas stable in vitro. Il est donc nécessaire de l’utiliser 
immédiatement après purification pour éviter tous les clivages possibles. 
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Figure A2.4 : Chromatogramme d’eOPN purifiée et conservée à – 20 °C pendant 2 ans. 
Echantillon : eOPN décongelée 1,6 mg/ml dans TRIS 50 mM, NaCl 150 mM à pH 7,4. 
Conditions chromatographiques identiques à celles de la Figure A2.2. 
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Cet article est la réédition actualisée de l’article [P 3 366] paru en 2003 rédigé par Myriam
TAVERNA, Isabelle LE POTIER et Philippe MORIN.
’électrophorèse capillaire est une technique séparative basée sur la migra-
tion d’espèces chargées dans un champ électrique, en fonction de leur
mobilité électrophorétique.
Elle ne nécessite que de très petites quantités d’échantillon et offre comme
avantage une grande efficacité de séparation mais également un faible coût de
fonctionnement associé à un faible volume de déchets générés.
Elle est aujourd’hui reconnue comme une technique séparative à part entière
et intégrée à de nombreuses plateformes d’analyse dans les domaines phar-
maceutique, biomédical, environnemental… et est applicable à la séparation
de composés très variés, allant des petits ions inorganiques aux macromolé-
cules biologiques (sucres, protéines, ADN…).
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Une part importante de son implantation est due à son appareillage relative-
ment simple, ne présentant que peu de parties mobiles, la rendant de ce fait
adaptée à une miniaturisation. Grâce à ces caractéristiques, son intégration au
sein de laboratoires sur puce a suscité un engouement considérable dans le
domaine de l’analyse.
Par ailleurs, les développements instrumentaux sans cesse réalisés ont
permis d’accroître ses performances et ses possibilités. À ce titre, le couplage
avec la spectrométrie de masse peut être considéré comme une avancée
déterminante dans l’expansion de cette technique.
Le but de cet article est de donner un aperçu global de l’appareillage utilisé
en électrophorèse capillaire et d’en détailler les principaux composants et de
mentionner les configurations les plus utilisées et les nombreuses évolutions,
notamment dans le domaine de la détection. Une part importante est
consacrée à la miniaturisation de cette technique.
Cet article fait partie d’une série dédiée à l’électrophorèse capillaire :
– « électrophorèse capillaire. Principe » [P 3 365] ;
– « électrophorèse capillaire. Appareillage » [P 3 366] ;
– « électrophorèse capillaire. Applications » [P 3 367].
1. Aperçu général
L’électrophorèse capillaire CE (Capillary Electrophoresis) occupe
une place particulière dans le panel des techniques séparatives et
peut être considérée sous de nombreux aspects comme une tech-
nique hybride entre la chromatographie et l’électrophorèse sur gel.
Depuis les premiers travaux réalisés par Hjerten [1] dans des
capillaires de 0,3 mm de diamètre interne, cette technique a pris
un essor considérable avec l’utilisation de capillaires de diamètres
plus réduits (75 µm) grâce aux travaux de Jorgenson et al. [2] au
début des années 1980, qui ont rendu possible le développement
d’appareils commerciaux.
Ces appareils sont des systèmes totalement intégrés, générale-
ment constitués d’un capillaire de séparation dont les extrémités
sont immergées dans des réservoirs contenant un électrolyte, de
deux électrodes, plongeant également dans ces réservoirs et
alimentées par un générateur de haute tension, d’un système
d’injection des échantillons (§ 3) et d’un système de détection,
optique la plupart du temps (figure 1).
Ces appareils n’ont depuis cessé d’évoluer. Les possibilités de
couplage à des détecteurs externes ont multiplié le champ des
détections possibles. Parmi celles-ci, on peut notamment citer la
spectrométrie de masse.
Les années 2000 sont, quant à elles, marquées par la miniaturi-
sation de ces systèmes et l’amélioration de la durée des sépara-
tions, désormais réduite à quelques secondes. Comme nous le
verrons par la suite, ce changement d’échelle implique pour
certaines étapes une conception totalement différente.
Le principe de séparation repose sur la migration d’espèces char-
gées dans un champ électrique. Parmi ses atouts, on peut citer :
– sa grande flexibilité ; de nombreux modes de séparation sont
possibles (électrophorèse de zone, électrophorèse sur gel,
chromatographie électrocinétique, micellaire ou non, focalisation
isoélectrique...) qui sont accessibles par simple changement de la
composition de l’électrolyte ;
– son faible coût de fonctionnement ; notamment dû au faible
coût des capillaires, comparé à celui des colonnes chromato-
graphiques et à son automatisation par rapport à l’électrophorèse
sur gel, qui permet une diminution considérable du coût de
main-d’œuvre imputé à une séparation.
Liste des abréviations
Sigle Définition
C4D détecteur de conductivité par couplage capacitif sans contact
CE électrophorèse capillaire
ESI ionisation par électrospray
ICP ionisation par plasma induit
LASER amplification de lumière par émission sti-mulée de rayonnement
LED diode électroluminescente
LIF fluorescence induite par laser
MALDI ionisation/désorption par laser assistée par une matrice
MS spectrométrie de masse
PMT photomultiplicateur
UV ultra-violet
Figure 1 – Schéma d’un appareil d’électrophorèse capillaire
Capillaire
Détecteur
Électrodes
Générateur haute tension
Réservoirs
d’électrolyte
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Enfin, dans son format micropuce, on peut encore citer :
– sa portabilité ;
– sa rapidité, notamment par les possibilités de multiplexage
qu’offrent ces supports.
Une étude détaillée [3] fournit, à l’aide de nombreux exemples,
une comparaison objective entre l’électrophorèse capillaire,
l’électrophorèse sur gel et la chromatographie (nanochromatogra-
phie) basée sur différents critères tels que la vitesse, la flexibilité,
la portabilité, le volume d’échantillon, la sensibilité, la répétabilité
ou encore le coût.
2. Séparation
2.1 Supports de séparation 
Comme son nom l’indique, les séparations sont en général
réalisées dans des canaux de dimensions capillaires. Les supports
classiques sont généralement des tubes de silice fondue mais plus
récemment les puces se sont développées et constituent une
véritable avancée, notamment en termes de rapidité d’analyse
(figure 2).
2.1.1 Capillaires
Les capillaires sont le plus souvent constitués de silice fondue,
revêtus d’une couche de polyimide afin d’en assurer la flexibilité.
Leurs dimensions sont en général comprises entre 10 et 100 cm de
longueur et 20 à 75 µm de diamètre interne.
Ce type de capillaire est utilisé dans de nombreuses d’applica-
tions. Néanmoins, certaines études mentionnent l’intérêt de
capillaires qui vont différer de par leur géométrie, la nature du
revêtement externe ou encore celle de leur surface interne.
Ainsi, des capillaires à section carrée ou rectangulaire ont été
utilisés en raison de leur meilleure capacité à dissiper la chaleur et
des plus faibles distorsions optiques engendrées par les surfaces
planes mais leur emploi reste anecdotique.
Des revêtements externes autres que le polyimide tels que les
fluoropolymères (Téflon®AF) permettent de disposer de capillaires
totalement transparents aux UV. Ce type de capillaire est devenu très
populaire avec le développement des techniques électrochromato-
graphiques et permet la synthèse de la phase stationnaire directe-
ment in situ par des réactions de polymérisation photo-initiées.
La surface interne des capillaires de silice est constituée de sila-
nols dont l’ionisation permet de générer un flux électroosmotique
dirigé vers l’anode. Ce dernier joue un rôle primordial dans le
processus de séparation et doit être optimisé afin d’améliorer la
sélectivité, de réduire les temps d’analyse mais aussi d’éliminer
l’adsorption de certains composés à la surface de ces silanols. Une
des options consiste à greffer chimiquement ces silanols. Différents
protocoles ont été élaborés en fonction de la nature du greffon.
Certains d’entre eux sont disponibles commercialement. Pour ne
citer que les plus courants :
– capillaires neutres (greffés par du polyacrylamide ou du
polyvinylalcool) ;
– capillaires chargés positivement (greffés par des polymères
présentant des groupements ammonium quaternaire) ;
– capillaires présentant une charge de surface réduite par des
greffons alkyle, diol.
D’autres capillaires en polytétrafluoroéthylène (Téflon) ou
perfluoroalkoxy (Teflon-PFA) peuvent être utilisés en raison de leur
surface non polaire qui devrait présenter des capacités de sorption
des ions métalliques et des molécules multichargées plus faibles.
2.1.2 Puces
La géométrie des systèmes sur puce diffère quelque peu de celle
des capillaires. Dans le cas des systèmes les plus simples, la
configuration adoptée est une géométrie en forme de croix, repré-
sentée sur la figure 2b. Cette géométrie présente deux avantages :
– d’une part, pallier l’absence de passeur d’échantillons en
entrée du capillaire de séparation ;
– d’autre part, permettre l’injection de volumes d’échantillons
définis comme nous le verrons dans le paragraphe 3.
Ceux-ci ne sont pas détaillés dans cet article mais le lecteur
pourra se référer à deux articles, l’un traitant plus spécifique-
ment du greffage par le polyacrylamide linéaire [5], l’autre
présentant un panorama plus général du greffage par les
polymères [6].
Figure 2 – Supports de séparation utilisés en électrophorèse capillaire (doc. S. Huynh, A. Hagège)
a capillaire de silice b puce en verre
1 cm
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Cependant, l’évolution des techniques de gravure permet d’envi-
sager des géométries plus complexes, notamment des puces mul-
ticanaux permettant la séparation en parallèle d’un nombre élevé
d’échantillons.
Les substrats utilisés pour la fabrication sont principalement en
verre ou en polymère.
2.1.2.1 Technologie de fabrication pour les puces en verre
Les supports en verre sont généralement réalisés en utilisant les
techniques photolithographiques. La réalisation de tels supports
comprend trois grandes étapes principales.
La première étape consiste à déposer une couche de résine
photosensible sur le substrat de verre dont l’épaisseur est
contrôlée généralement par ajustement de la viscosité de la résine
et de la vitesse de rotation lors du dépôt.
La seconde étape, appelée développement, consiste alors à
exposer cette résine à la lumière au travers d’un masque dont le
tracé conditionne les fonctionnalités de la future puce. Si la résine
photosensible est dite positive alors les zones exposées à la
lumière deviennent solubles dans l’agent développeur ; dans le cas
d’une résine négative, ces mêmes zones deviendront insolubles
(figure 3).
La dernière étape est l’étape de gravure du support. Elle
consiste à attaquer les zones non protégées par la résine. Deux
techniques de gravure sont généralement mises en œuvre :
– la gravure par voie humide, réalisée grâce à des solutions
aqueuses généralement acides (HF), mais aussi basiques (KOH)
dont le choix est fonction du support à graver mais aussi de la
géométrie des cavités que l’on souhaite créer. Cette technique est
relativement simple à mettre en œuvre mais souvent isotrope ;
– la gravure par voie sèche, qui utilise un plasma ionique et
permet soit une attaque physique, soit une attaque chimique du
support ou encore une combinaison des deux.
2.1.2.2 Technologie de fabrication pour les puces
en polymère
De nombreux polymères peuvent être théoriquement utilisés
mais le polydiméthylsiloxane PDMS, de formule semi-développée
CH3[Si(CH3)2O]nSi(CH3)3 , tend à supplanter les autres, notamment
grâce à sa transparence aux UV qui permet l’utilisation des
détecteurs optiques.
Un de ses avantages sur le verre ou le silicium est la possibilité
d’un coût de production beaucoup moins onéreux des puces qui
pourrait faire de celles-ci des appareils jetables.
Les techniques de fabrication les plus utilisées sont :
– l’ablation laser, qui permet de casser les liaisons covalentes
des chaînes de polymère et d’éjecter les fragments, créant ainsi
des cavités. Comme dans la technologie dite « dure », utilisée pour
le silicium et le verre, l’utilisation d’un masque permet d’obtenir le
tracé voulu. De nombreux polymères sont sensibles à l’ablation
laser, malheureusement, le procédé même compromet la
possibilité d’une production massive de puces ;
– la technologie dite « plastique », qui tend progressivement à
remplacer les autres au vu de ses nombreux avantages.
Cette dernière comporte deux étapes. La première consiste à
réaliser un négatif de la puce que l’on souhaite obtenir. Ce négatif
peut être réalisé en verre, silicium ou résine en utilisant les procé-
dés vus précédemment (§ 2.1.2.1 et 2.1.2.2). La seconde étape
consiste à répliquer le gabarit ainsi obtenu par moulage, matriçage
ou injection. Cette étape dure entre quelques secondes et quelques
heures selon le procédé choisi.
Cependant, le PDMS est relativement hydrophobe et les solvants
polaires comme l’eau ont du mal à pénétrer dans les canaux. L’oxy-
dation du PDMS à l’aide d’un plasma, conduisant à la formation de
groupements silanols en surface, permet de lui conférer une bonne
mouillabilité. Cette modification n’est cependant pas permanente et
le PDMS retrouve son hydrophobie au contact de l’air. Il peut cepen-
dant être fonctionnalisé, notamment via des trichlorosilanes.
2.2 Générateurs de haute tension
Le générateur permet d‘imposer une différence de potentiel entre
les deux électrodes de platine, situées à chaque extrémité du capil-
laire. Cette différence de potentiel est essentielle, non seulement
lors de la séparation, mais aussi lors de certains types d’injection
(§ 3.2). Les gammes de tension et de puissance requises pour les
générateurs de haute tension diffèrent selon l’échelle à laquelle la
séparation est réalisée. Le choix du générateur dépend donc du for-
mat choisi (capillaire ou puce). En format capillaire, la gamme de
tension varie entre 0 et ± 30 kV pour des courants générés de l’ordre
de 300 µA, alors que celle-ci varie entre 0 et ± 3 kV pour des courants
de 100 µA environ dans le cas des puces.
Ainsi, même si les tensions utilisées sont très élevées, les
courants générés sont trop faibles pour mettre en danger la vie de
l’opérateur. Cependant, les courants de fuite sont la principale
cause de bruit de fond et peuvent sérieusement endommager les
circuits électroniques internes.
Le choix le plus judicieux pour des raisons de fiabilité mais aussi
de sécurité est l’utilisation d’un générateur à double polarité. Ce
type de générateur équipe la majorité des instruments
commercialisés modernes.
2.3 Thermorégulation
Les courants générés lors de l’application d’un voltage dans un
capillaire conduisent à un échauffement (encore appelé effet Joule)
du capillaire et de l’électrolyte. Les transferts de chaleur avec les
parois du capillaire vont conduire à une température plus élevée au
centre du capillaire. Ce gradient de température est préjudiciable à
la séparation et il est donc nécessaire de dissiper cette chaleur. Le
mode classique est l’utilisation de la convection forcée faisant appel
soit à des liquides (en général des hydrocarbures halogénés), soit à
de l’air. Les liquides possèdent en général une meilleure capacité
d’absorption de la chaleur et sont d’une plus grande souplesse d’uti-
lisation, notamment lors de couplages externes (§ 4.3) mais l’air
présente des avantages en termes de sécurité.
P. Tabeling consacre un chapitre de son « Introduction à la
microfluidique » [7] aux divers procédés de microfabrication.
Un aperçu en est donné dans les paragraphes qui suivent
mais de nombreuses sociétés proposent à la vente des puces
de géométrie prédéfinie ou dont le design peut être modulé à
façon.
Figure 3 – Fabrication des puces : étape de développement
Utilisation d’une
résine positive
Utilisation d’une
résine négative
Source lumineuse
Pour plus de détails, le lecteur pourra consulter la
référence [8] qui dresse un inventaire détaillé des générateurs
de haute tension à la fois commerciaux et développés dans
les laboratoires de recherche.
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Dans les puces, il est communément admis que les consé-
quences de l’effet Joule sont moins prononcées [9].
3. Injection
La technique d’injection idéale doit combiner plusieurs
caractéristiques :
– refléter la composition de l’échantillon ;
– permettre l’injection de volumes variables. En effet, si afin de
minimiser l’élargissement de bande, les volumes injectés doivent
être inférieurs à 2 % du volume total du canal de séparation, il est
parfois nécessaire d’accroître ces volumes pour augmenter la sen-
sibilité de détection ;
– ne pas perturber l’échantillon en vue d’analyses multiples.
Deux modes d’injection sont classiquement utilisés : l’injection
hydrodynamique et l’injection électrocinétique. Ces deux modes
d’injection sont en général disponibles dans les appareils
commerciaux.
3.1 Injection hydrodynamique
Ce mode d’injection est particulièrement utilisé en électropho-
rèse capillaire standard car il est indépendant de la nature des
composés.
Dans ce cas, l’injection hydrodynamique consiste à plonger une
des extrémités du capillaire dans l’échantillon puis à imposer une
différence de pression entre les deux extrémités du capillaire, par
surpression à l’entrée, dépression à la sortie ou encore
siphonnage.
Le volume d’échantillon injecté est régi par l’équation de
Poiseuille et dépend de la différence de pression, du temps d’appli-
cation de cette différence de pression mais aussi des dimensions
du canal de séparation (longueur et diamètre) et de celles de
l’échantillon (viscosité) :
(1)
avec Vinj volume d’échantillon injecté,
∆P différence de pression appliquée,
tinj temps d’application de cette différence de pression,
d et L diamètre et longueur du canal de séparation,
η viscosité de l’échantillon.
Habituellement, les différences de pression appliquées sont de
l’ordre de 1 à 4 kPa et ce, pendant quelques secondes (3 à 10 s
environ), ce qui conduit à l’injection de volumes de l’ordre de 1 à
50 nL.
Certains constructeurs proposent des petits logiciels (CE Expert
Lite – Beckman, par exemple) permettant le calcul rapide de ces
volumes injectés.
Dans le cas des puces, l’injection hydrodynamique requiert la
plupart du temps la mise en place de dispositifs complexes. De
nombreuses variantes sont proposées pour utiliser ce mode
d’injection [10] :
– maintien du réservoir échantillon à une hauteur supérieure à
celle des autres réservoirs ;
– inclinaison de la puce ;
– utilisation d’une membrane déformée par un actionneur
électromagnétique ;
– utilisation de pousse-seringue.
Cependant, ces dispositifs restent très marginaux.
3.2 Injection électrocinétique
L’injection électrocinétique consiste à appliquer une tension qui
va permettre l’introduction des solutés par migration, après avoir
plongé ici encore une des extrémités du capillaire dans
l’échantillon.
Les solutés migrant à des vitesses différentes, les quantités
injectées de chaque soluté sont différentes. De plus, elles dépen-
dent également de la matrice de l’échantillon. On ne peut dans ce
cas plus parler de volume d’injection de l’échantillon mais de
quantités injectées, et ce pour chacun des solutés. Celles-ci
peuvent être calculées à partir de la relation suivante :
(2)
avec Qinj,i quantité injectée du soluté i,
µep,i et Ci mobilité électrophorétique et concentration du
soluté,
µeo mobilité électroosmotique,
d et L diamètre et longueur du canal de séparation,
V tension appliquée pendant le temps tinj .
Ce mode d’injection est incontournable si les échantillons sont
très visqueux ou si le capillaire est rempli par un gel
(électrophorèse capillaire sur gel) ou une phase solide (électro-
chromatographie).
C’est également le mode d’injection de prédilection dans les
puces en raison de sa simplicité de conception, ne nécessitant ni
pompe, ni actionneur. En électrophorèse capillaire, l’injection se
fait directement dans le capillaire de séparation en remplaçant
l’électrolyte d’entrée par l’échantillon pendant la durée de cette
étape. Contrairement aux dispositifs classiques, les systèmes
d’injection sur puce sont le plus souvent composés de deux
canaux orthogonaux, l’un reliant l’échantillon à la poubelle et le
second, constituant le canal de séparation. L’injection dans les
puces est alors réalisée en deux étapes. Une première étape de
chargement qui s’effectue dans le canal perpendiculaire au canal
de séparation et une seconde étape d’injection proprement dite où
l’échantillon est transféré dans le canal de séparation (figure 4).
Deux modes d’injection sont particulièrement utilisés : l’injection
pincée (figure 4a ) et l’injection dite « flottante » (figure 4b). Dans
le cas de l’injection pincée, les volumes d’injection ne sont pas
modulables et sont déterminés par le volume de la zone d’intersec-
tion entre le canal d’injection et celui de séparation. Cependant,
l’injection pincée peut permettre une injection peu discriminante
des différents solutés ainsi que l’illustre l’encadré de la figure 4.
Dans le cas de l’injection flottante, les volumes peuvent être
modulés, mais ce, au détriment de la représentativité de la zone
échantillon injectée dont la composition est biaisée par rapport à la
composition initiale. Afin de pallier ce problème, un troisième
mode d’injection, dit gated, a été développé (figure 4c). Bien que
permettant à la fois l’injection de volumes variables et une assez
bonne représentation de la composition initiale des échantillons,
ce mode d’injection est relativement complexe à mettre en œuvre
et reste peu utilisé.
3.3 Préconcentration par stacking
Comme nous l’avons vu précédemment, l’utilisation de
capillaires de faible diamètre a permis le développement de la
technique. Une des conséquences directes en est que les volumes
injectés doivent être extrêmement faibles car le volume de la zone
échantillon n’est pas sans conséquence sur l’efficacité de sépara-
tion. Ce problème est encore accru lorsque l’on utilise des puces
dont les canaux de séparation sont très courts.
Une option pour pallier ce problème est la préconcentration des
échantillons.
V P d t Linj inj/= ∆ π
4 128η
Q d CV t Linj,i eo ep i i inj/= +( ),µ µ π
2 4
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Cet aspect ne relève pas à proprement parler du domaine de
l’appareillage. Cependant, il peut être considéré comme un moyen
d’augmenter la sensibilité de détection et de s’affranchir de
l’utilisation de détecteurs plus puissants.
Nous nous focalisons uniquement sur le stacking des échantillons,
méthode de préconcentration la plus courante et basée sur les princi-
pes de l’électrophorèse. Nous ne traitons ici ni des autres méthodes,
qu’elles soient électrophorétiques, telles que l’isotachophorèse ou la
focalisation isoélectrique, ou encore basées sur d’autres principes,
telles que l’extraction sur phase solide, ni des préconcentrations réa-
lisées en amont de l’analyse par électrophorèse.
La préconcentration par empilement d’échantillon, (stacking),
réalisée par amplification de champ est sans conteste la technique
de préconcentration en ligne la plus simple. Elle n’est cependant
applicable que si la conductivité de l’échantillon est inférieure à
celle de l’électrolyte. Dans ce cas, lors de l’application d’une
tension (que ce soit lors d’une injection électrocinétique ou en
début de séparation), le champ électrique dans la zone échantillon
est plus important que dans le reste du capillaire. Ainsi, les
analytes migrent très rapidement dans cette zone puis se trouvent
ralentis dans la zone frontière, subissant ainsi une concentration.
Dans un capillaire, celle-ci peut être mise en œuvre directement
sur les instruments classiques, sans aucune modification. En
format micropuce, le défi est de contrôler le gradient de champ
électrique qui va s’établir dans la zone échantillon.
Une alternative, souvent mentionnée sous le terme d’amplifica-
tion du champ électrique à l’injection, consiste à injecter un cré-
neau d’eau entre l’échantillon et l’électrolyte, générant ainsi un
champ électrique très élevé dans cette zone.
4. Détection
La détection est un des aspects les plus critiques de l’électropho-
rèse capillaire. Les limitations en sensibilité inhérentes à chaque
mode de détection sont encore exacerbées par les minuscules
volumes injectés (quelques nanolitres pour un capillaire et quel-
ques picolitres pour une puce).
En format capillaire, la détection standard est la détection UV,
alors qu’avec les puces, on utilise couramment la fluorescence
induite par laser. Cependant, de nombreux efforts ont été entrepris
dans ce domaine afin d’améliorer la détection elle-même (sensibi-
Figure 4 – Schéma des différents modes d’injection utilisés en électrophorèse capillaire sur puce
+
+
+
+
+
+
+ + +
+ +
+ +
a
1
injection pincée
Électrolyte
Canal de
séparation
Électrolyte
Échantillon Poubelle
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1
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2 Électrolyte
Électrolyte
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Différents articles traitant de l’ensemble des options
possibles peuvent être consultés [11] [12].
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lité, accès à plus d’informations sur la nature des solutés...) mais
aussi pour la rendre compatible avec la miniaturisation. Les voies
explorées sont nombreuses mais nous n’évoquons dans ce
paragraphe que les modes de détection les plus couramment asso-
ciés à l’électrophorèse capillaire.
4.1 Détection optique
Si la plupart des appareils commerciaux utilisant des capillaires
sont équipés de détecteurs UV, voire de détecteurs de fluores-
cence laser, ce dernier mode de détection est sans conteste le plus
populaire lorsque l’on travaille avec des puces.
L’utilisation de détecteurs sensibles est primordiale en électro-
phorèse capillaire car la détection est réalisée directement sur le
capillaire, ce qui permet de s’affranchir des volumes morts mais
induit des volumes de cellules de détection extrêmement faibles.
En effet, dans la plupart des cas, la fenêtre de détection est
réalisée par combustion de la gaine de polyimide du capillaire
lui-même, à quelques centimètres de l’extrémité de sortie.
Pour augmenter la sensibilité de détection, des capillaires pré-
sentant une bulle ou une géométrie en forme de Z au niveau de la
fenêtre de détection ont été envisagés mais n’ont connu que peu
de succès en raison du faible gain occasionné et d’une fragilité
accrue.
La détection des composés peut alors être réalisée selon deux
méthodes :
– soit par détection directe des espèces présentant un
chromophore (ou un fluorophore) ;
– soit par détection indirecte : celle-ci est réalisée sans modifica-
tion de l’appareillage, par simple ajout dans l’électrolyte d’une
substance ionique (appelée co-ion) présentant un chromophore
(ou un fluorophore) de même charge que les ions à détecter. La
présence d’électrolyte conduit ainsi à un signal de détection élevé.
Lorsque les analytes passent au niveau de la fenêtre de détection,
une chute de signal est observée et ceux-ci sont détectés par des
pics négatifs.
Il est à noter qu’outre le fait que le co-ion doit être de même
charge que les analytes, il doit avoir une mobilité électrophoréti-
que du même ordre de grandeur que ceux-ci afin de ne pas
provoquer de dispersion et doit être présent à une concentration
restant inférieure à la gamme de linéarité du détecteur.
4.1.1 UV
Les détecteurs UV à longueur d’onde fixe utilisent une lampe de
deutérium à décharge (D2) comme source de lumière, dont les lon-
gueurs d’onde varient de 190 à 380 nm. Pour des longueurs
d’onde situées dans le domaine du visible, l’ajout d’une lampe de
tungstène à la lampe précédente est nécessaire. Un système de
filtres permet alors de sélectionner la longueur d’onde appropriée.
L’alternative est l’utilisation de détecteurs à barrette de diodes
pour détecter l’ensemble de l’absorption dans le domaine
UV-visible et obtenir ainsi à tout instant le spectre d’absorption de
la solution présente au niveau de la fenêtre de détection.
Bien que l’avantage des barrettes de diode soit considérable, il
faut cependant noter que leur utilisation avec des capillaires pré-
sentant des greffages de polyacrylamide linéaire conduit à une
diminution notable de la durée de vie de ces derniers.
Les limites de détection obtenues en UV sont très variables
selon la nature du groupement chromophore présent sur les
analytes. Celles-ci sont en général de l’ordre de 10–8 à
10–5 mol · L–1.
4.1.2 Fluorescence
En fluorescence, atteindre une grande sensibilité de détection
nécessite la focalisation du faisceau d’excitation sur un très petit
volume de détection mais aussi la collecte de la lumière émise par
l’analyte à partir de ce même volume. La majorité des détecteurs
de fluorescence utilisés en électrophorèse capillaire sont ainsi des
détecteurs à fluorescence induite par laser LIF (Laser-Induced
Fluorescence), en raison de l’intensité lumineuse intense induite
par la focalisation du faisceau.
Les lasers utilisés sont généralement des lasers à gaz dont les
plus fréquemment rencontrés sont les lasers à argon (488 nm),
hélium/néon (633 nm) ou hélium/cadmium (325 nm, 442 nm) ou
des diodes laser. Les deux configurations optiques les plus
courantes sont le montage dit orthogonal (figure 5a) et le montage
dit colinéaire (figure 5b).
De manière assez générale, la détection de fluorescence sur les
puces se fait par microscopie confocale. Dans ce cas, la
configuration s’apparente à celle d’un montage colinéaire.
L’objectif du microscope sert à focaliser le laser sur la puce mais
également à collecter le signal qui est ensuite focalisé par une
lentille sur une fente située au point focal.
Les recherches actuelles visent à s’affranchir de l’utilisation
coûteuse des lasers et à leur préférer les diodes électrolumines-
centes LED, moins onéreuses. De plus, ces diodes présentent un
encombrement faible et leur utilisation semble de ce fait plus
appropriée dans des dispositifs miniaturisés.
La détection de certaines molécules via leurs propriétés de
fluorescence native est possible, notamment grâce à l’introduction
des lasers émettant dans le proche UV [13]. Cependant afin
d’augmenter la proportion d’analytes détectables, le recours à des
réactions de dérivation reste souvent incontournable :
– la dérivation pré-capillaire consiste à faire réagir les composés
à analyser avec le réactif avant l’injection de l’échantillon dans le
capillaire. Dans ce cas, elle est majoritairement réalisée en amont
de l’analyse car elle permet l’utilisation de réactions nécessitant
des temps élevés et/ou des apports d’énergie ainsi que l’élimina-
tion du réactif en excès ;
– la dérivation dite in-capillary, consiste à réaliser la réaction
directement dans le capillaire, en utilisant la différence de vitesse
de migration entre le réactif et les analytes. Le capillaire est alors
considéré comme un véritable microréacteur. Ce type de dériva-
tion, rapide et facilement automatisable, est cependant restreint à
des réactions à cinétique rapide.
À titre d’exemple, le trajet optique est alors de 59 µm pour un capil-
laire de 75 µm de diamètre interne.
Ce type de détection permet d’atteindre des limites de
détection de l’ordre de 10–16 à 10–10 mol · L–1 par un choix
judicieux de l’agent de dérivation.
Figure 5 – Détection de la fluorescence induite par laser
en électrophorèse capillaire
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4.2 Détection électrochimique
Si elles ont été quelque peu délaissées dans les appareils classi-
ques, les détections de type électrochimique [14] [15] connaissent
un regain d’intérêt avec le développement des puces en raison de
leur miniaturisation intrinsèque, compatible avec les puces, de leur
sensibilité, là où la fluorescence requiert souvent une dérivation
préalable des analytes, et de leur coût.
4.2.1 Conductimétrie
La détection de la conductivité a aujourd’hui une place
importante parmi les modes de détection utilisés en électropho-
rèse capillaire car elle permet en principe la détection de toutes les
espèces chargées et peut donc être considérée comme quasi uni-
verselle. Le corollaire en est bien entendu un signal de base non
négligeable, dû à la présence des tampons salins de l’électrolyte.
Le signal mesuré correspond à la différence de conductivité entre
la solution et les analytes. Un des avantages non négligeable de la
conductimétrie est qu’elle ne requiert pas la présence de groupe-
ments chromophores ou électro-actifs sur les composés à détecter.
La concentration d’un analyte peut être directement calculée à
partir de l’équation :
(3)
avec G mesure de conductance,
A surface de l’électrode,
distance entre les deux électrodes,
λ et c conductivité électrolytique molaire et concentration
de l’ion.
Ce mode de détection implique donc un système à deux électro-
des, qui nécessite soit un contact direct avec l’électrolyte, soit un
couplage capacitif, permettant le positionnement des électrodes de
manière externe à la solution (contactless).
Ce dernier détecteur est couramment appelé C4D (Capacitively
Coupled Contactless Conductivity Detector). Ce détecteur est
composé de deux électrodes cylindriques formant un
condensateur, disposées autour de la gaine de polyimide du
capillaire de silice et séparées de 1 à 5 mm (figure 6). De par sa
simplicité, il est adaptable à de nombreux types de capillaire et
peut être positionné à la distance voulue de l’extrémité du
capillaire. S’il existe de nombreux dispositifs développés par les
laboratoires eux-mêmes, des versions commerciales sont mainte-
nant largement utilisées.
4.2.2 Ampérométrie
Outre la détection de la conductivité, la détection ampérométri-
que a su bénéficier du développement des puces et est quasi
exclusivement utilisée dans ce format.
En ampérométrie, les solutés sont réduits ou oxydés par applica-
tion d’un potentiel adéquat à l’électrode de travail.
Trois configurations sont développées dans le couplage de cette
détection électrochimique avec l’électrophorèse capillaire sur puce,
dénommées in-channel, off-channel et end-channel (figure 7).
Le mode end-channel est le plus utilisé en détection ampéromé-
trique. Dans cette configuration, l’électrode de travail est position-
née quelques micromètres après la fin du canal de séparation, ce
qui garantit un découplage suffisant avec le voltage de séparation.
Ce mode de détection souffre cependant d’une efficacité de sépa-
ration réduite, due à la diffusion des solutés dans la zone comprise
entre la séparation et la détection.
Pour éliminer cet élargissement de bandes, deux autres modes
de détection ont été développés :
– le mode in-channel qui consiste à placer l’électrode de travail
directement dans le canal de séparation, de façon analogue à ce
qui est réalisé en détection optique, grâce à une isolation
électrique du potentiostat ;
– le mode off-channel, où l’électrode de travail est positionnée
de façon similaire au mode in-channel mais pour lequel, cette fois,
une dérivation vers la terre du voltage de séparation est réalisée
grâce à un découpleur.
4.3 Spectrométrie de masse
La spectrométrie de masse est une méthode de détection
aujourd’hui incontournable, combinant sensibilité et sélectivité de
détection. De nombreux modes d’ionisation ont été envisagés en
couplage mais nous ne mentionnons ici que les plus courants, à
savoir :
– l’électrospray (ESI) ;
– l’ionisation laser assistée par une matrice (MALDI) ;
– ou encore l’ionisation par plasma (ICP).
Particulièrement bien adaptée pour les espèces n’absorbant
pas en UV, la détection conductimétrique permet d’atteindre
des limites de détection de l’ordre de 10–8 à 10–4 mol · L–1. Il
est intéressant de signaler que contrairement à l’UV, ces
limites de détection ne semblent pas affectées par une réduc-
tion du diamètre du capillaire.
Figure 6 – Détecteur conductimétrique C4D utilisé
en électrophorèse capillaire
G A c= λ /ℓ
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Figure 7 – Configurations proposées pour le couplage des puces 
d’électrophorèse avec la détection ampérométrique
Limitée aux espèces présentant un groupement
électro-actif, cette détection permet d’atteindre des limites de
détection variant de 10–10 à 10–5 mol · L–1.
De plus amples détails peuvent être obtenus dans les
références [16] [17] [18] [19].
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Si le couplage de l’électrophorèse capillaire avec l’ESI-MS
(spectrométrie de masse à ionisation par électrospray) ou l’ICP-MS
(spectrométrie de masse à ionisation par plasma induit) est
souvent réalisé en ligne, l’option d’une analyse discontinue est
souvent retenue dans le cas du MALDI-MS (spectrométrie de
masse à ionisation/désorption laser assistée par une matrice)
même si la possibilité d’un couplage en ligne a été démontrée par
quelques auteurs.
Quel que soit le mode d’ionisation retenu, l’interface utilisée doit
réunir les caractéristiques suivantes :
– assurer le maintien du courant nécessaire au processus de
séparation par l’électrophorèse ;
– permettre le transfert des analytes dans des conditions adé-
quates, en maintenant l’efficacité de séparation et une nébulisation
continue.
4.3.1 Spectrométrie de masse moléculaire
4.3.1.1 ESI-MS
L’électrospray est le mode d’ionisation le plus répandu en
couplage avec l’électrophorèse capillaire. Les instruments de
spectrométrie de masse modernes peuvent facilement être
couplés aux appareils d’électrophorèse capillaire, qu’ils soient
commerciaux ou développés par les laboratoires grâce à des inter-
faces dont les plus courantes sont schématisées sur la figure 8 et
qui peuvent être subdivisées en deux catégories :
– les interfaces nécessitant un liquide additionnel ; celles-ci
regroupent les dispositifs à jonction liquide (figure 8a) où le
contact entre électrolyte et liquide additionnel est réalisé dans un
espace étroit, avant l’introduction dans le spectromètre de masse,
et les dispositifs à liquide de gainage (figure 8b), où électrolyte et
liquide additionnel arrivent dans le spectromètre de masse de
manière coaxiale. Ce dernier dispositif est un des plus utilisés ;
– les interfaces sans apport de liquide extérieur ; ces interfaces
sont principalement utilisées avec des sources nanospray dont les
débits d’utilisation (quelques nL · min–1) sont compatibles avec les
débits de sortie de l’électrophorèse capillaire. Dans ce cas, le
contact électrique est réalisé par recouvrement de l’extrémité du
nébuliseur par un matériau conducteur, par insertion d’une
électrode (figure 8c) ou par utilisation d’un capillaire dont l’extré-
mité poreuse permet d’assurer la connexion électrique par trans-
fert d’ions (figure 8d). Ce dernier dispositif où capillaire de
séparation et source électrospray sont combinés en un dispositif
unique est disponible commercialement.
La principale limitation de ce couplage est une restriction de la
gamme d’électrolytes aux électrolytes volatils, très souvent
composés de formiate ou d’acétate d’ammonium. De même, les
modifications de surface interne du capillaire doivent être réalisées
par des revêtements permanents ou stables dans les conditions
expérimentales choisies.
Divers revêtements utilisés en couplage CE-ESI-MS sont
détaillés dans la référence [20].
Figure 8 – Schéma des principales interfaces avec l’ESI-MS
Canal de 
séparation
Canal de séparation
Canal de jonction
Fil de Pt
Électrolyte
Liquide additionnel
dispositif à jonction liquidea
Canal de 
séparation
Canal de 
séparation
Aiguille ESI
Électrode / revêtement
conducteur / aiguille conductrice
insertion d’une électrodec
Fil de Pt
Électrolyte
Liquide additionnel
dispositif à liquide de gainageb
Aiguille ESI
Liquide conducteur 
Segment poreux
du canal
insertion d’un segment poreuxd
Annexes 
 
188 
 
ÉLECTROPHORÈSE CAPILLAIRE  ________________________________________________________________________________________________________
Copyright © – Techniques de l’Ingénieur – Tous droits réservésP 3 366v2 – 10
4.3.1.2 MALDI-MS
Comme cela a été évoqué précédemment, le couplage hors ligne
entre l’électrophorèse capillaire et le MALDI-MS est l’approche la
plus fréquente car elle combine plusieurs avantages : optimisation
distincte des étapes de séparation et de détection, acquisition des
données de spectrométrie de masse indépendante de la vitesse de
séparation...
La plupart des appareils commerciaux d’électrophorèse capil-
laire permettent la collecte de fractions à la sortie du capillaire.
Cependant, cette collecte est assortie d’une rupture du courant, à
chaque fraction, préjudiciable à l’efficacité de la séparation. De ce
fait, des collecteurs de fractions externes ont ainsi été couplés à
l’électrophorèse capillaire. Le type d’interface le plus fréquemment
rencontré dans ce cas est l’interface à jonction liquide (figure 8a).
4.3.2 Spectrométrie de masse élémentaire ICP-MS
Grâce à la prise de conscience de l’importance de la spéciation des
éléments dans de nombreux domaines (environnement, toxicologie...),
l’intérêt pour les couplages de l’électrophorèse capillaire avec les
détecteurs élémentaires spécifiques s’est considérablement accru [21].
Parmi ceux-ci, le couplage avec l’ICP-MS occupe une place de choix en
raison de la grande sensibilité de détection et du caractère multi-élé-
mentaire de ce détecteur. L’incompatibilité des débits, évoquée dans le
cas du couplage avec l’ESI-MS, se retrouve d’autant plus dans le cou-
plage avec l’ICP-MS car les nébuliseurs classiques sont des nébuliseurs
concentriques pneumatiques, qui nécessitent des débits compris entre
50 et 1 000 µL · min–1. De ce fait, la plupart des couplages entre l’élec-
trophorèse et l’ICP-MS font appel à une interface nécessitant un liquide
additionnel, telle que celles présentées sur les figures 8a et b). Ici
encore, l’option la plus utilisée est d’introduire ce liquide additionnel de
manière coaxiale.
Pour éliminer les effets de dilution inhérents à l’utilisation de
tels nébuliseurs, deux options ont été envisagées afin de réduire
les débits de liquide additionnel :
– l’utilisation de nébuliseurs n’engendrant pas d’aspiration, tels
que les nébuliseurs ultrasoniques ou Babington V ;
– l’utilisation de nébuliseurs à injection directe, travaillant à quel-
ques µL · min–1 et permettant l’introduction de la totalité de
l’effluent dans l’ICP-MS.
Signalons également la commercialisation d’une interface
combinant faible volume mort et nébuliseur à introduction directe.
Certains auteurs ont utilisé une interface sans apport extérieur
de liquide afin d’éviter les phénomènes de dilution et d’augmenter
l’efficacité de transfert. Cependant, si le développement du nanos-
pray a facilité ce type d’interfaçage en CE-ESI-MS, le nanonébuli-
seur est toujours attendu en ICP-MS. De ce fait, le flux laminaire
créé par aspiration au sein du capillaire doit être compensé par
application d’une pression négative à l’entrée du capillaire. Dans
ces conditions, assurer le contact électrique reste très problémati-
que et ce type d’interfaçage reste anecdotique.
5. Conclusion
L’électrophorèse capillaire s’est aujourd’hui imposée dans le
panel des techniques séparatives. La possibilité d’utiliser des
détecteurs variés augmente encore sa flexibilité et sa capacité à
s’adresser à des domaines très différents.
L’électrophorèse capillaire a, sans conteste, un rôle clé à jouer
dans le développement des laboratoires sur puce, systèmes inté-
grés regroupant la totalité de la chaîne d’analyse.
La force motrice de ces développements est la demande de
nombreux secteurs d’applications de disposer d’appareils
portables ou de capteurs pour réaliser des analyses directement
sur site.
Parmi ses points forts, on peut citer le flux électro-osmotique
servant à véhiculer les fluides et permettant de s’affranchir de
pompes mais aussi la possibilité d’utiliser les capillaires comme de
véritables microréacteurs (ainsi qu’en témoignent les développe-
ments réalisés dans les domaines de la préconcentration ou de la
dérivation). Il faut également noter que le format puce offre des
possibilités de multiplexage (analyses en parallèle), permettant
ainsi la réalisation de nombreuses analyses en un temps réduit.
Cependant, de nombreux verrous sont encore à lever pour
obtenir de vrais laboratoires sur puce. Ainsi, bien que l’utilisation
de faibles volumes d’échantillon soit un avantage pour de
nombreuses raisons, elle engendre également des inconvénients,
notamment quant à la sensibilité de détection requise, encore peu
compatible avec la miniaturisation. Le développement de
détecteurs optiques est cependant un secteur très actif.
Par ailleurs, l’intégration d’étapes de traitement d’échantillon
nécessite la miniaturisation de composants clés tels que vannes,
pompes...
Enfin, le développement de systèmes intégrés jetables pourrait
également constituer un atout important.
Outre la nature des composés et de l’électrolyte, le choix et
l’optimisation de l’interface ont une influence cruciale sur les
limites de détection qui peuvent facilement varier d’un facteur
100. Ainsi, il semble difficile de donner une estimation des
limites de détection avec ces techniques. Toutefois, des
concentrations de l’ordre de 10–9 à 10–7 mol · L–1 sont fré-
quemment rapportées dans la littérature. Signalons égale-
ment que les couplages réalisés à partir d’appareils
commerciaux souffrent tous du même inconvénient, à savoir
la nécessité d’utiliser des capillaires de séparation de grande
longueur (typiquement plus de 60 cm).
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Constructeurs – Fournisseurs – Distributeurs
(liste non exhaustive)
Agilent Technologies (appareillage conventionnel)
http://www.chem.agilent.com
Applied Biosystems (appareillage conventionnel)
http://www.appliedbiosystems.com
Beckman Coulter (appareillage conventionnel)
http://www.beckmancoulter.com
Perkin Elmer (appareillage conventionnel)
http://www.perkinelmer.com
CE Resources (appareillage portable)
http://www.ce-resources.com
Micralyne (puces)
http://www.micralyne.com
Microfluidic Chipshop (puces)
http://www.microfluidic-chipshop.com
Micronit Microfluidics (puces)
http://www.micronit.com
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